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RESUMO

A artrose (OA), ou enfermidade articular dexenerativa, € comun en persoas
maiores de 65 anos, sendo unha causa importante de incapacidade laboral.
Unha das articulacions mais afectadas é o xeonllo. Este estudo analizou a
dindmica de perda das secuencias teloméricas en leucocitos do sangue
periférico despois de 6 anos de seguimento e 0 haplogrupo do ADN mitocondrial
(ADNmt), como posibles factores de risco para a condicion no momento do
recrutamento (prevalencia) e/ou do inicio durante o seguimento (incidencia) da
OA de xeonllo, avaliada radioloxicamente. Os individuos estudados pertencen
ao consorcio Osteoartritis Initiative (OAI) dos EEUU. O nimero de secuencias
teloméricas determinouse mediante qPCR especifica e o haplogrupo do ADNmt
mediante PCR-RFLP co método de extension dunha Unica base. A porcentaxe
relativa de perda das secuencias teloméricas nos leucocitos demostrou ser un
factor de risco independente asociado ao desenvolvemento da OA de xeonllo.
Os portadores do cluster de haplogrupo de mtDNA HV mostraron unha maior
incidencia que os portadores do cluster JT, asi como unha maior perda das
secuencias teloméricas. O maior acurtamento dos telémeros nos leucocitos dos
individuos incidentes poderia ser indicativo dun envellecemento sistémico

acelerado que potenciaria a dexeneracién da cartilaxe.

Palabras chave: osteoartrite, telomero, ADNmt, porcentaxe relativa de perda das
secuencias teloméricas, incidencia, prevalencia.



RESUMEN

La osteoartritis (OA), o enfermedad degenerativa articular, es comun en
individuos mayores de 65 afos, siendo una causa importante de incapacidad
laboral. Una de las articulaciones més afectadas es la rodilla. Este estudio
analizd la dindmica de pérdida de secuencias teloméricas en leucocitos de
sangre periférica tras 6 aflos de seguimiento y el haplogrupo de ADN
mitocondrial (ADNmt), como posibles factores de riesgo para el padecimiento en
el momento de reclutamiento (prevalencia) y/o aparicion durante el seguimiento
(incidencia) de OA de rodilla, evaluada radiolégicamente. Los individuos
estudiados pertenecen al consorcio Osteoarthritis Iniciative (OAI) de EEUU. La
cantidad de secuencias teloméricas fue determinada mediante una qPCR
especifica y el haplogrupo de ADNmt mediante PCR-RFLP con el método de
extension de una sola base. Se demostr6 que el porcentaje relativo de pérdida
de secuencias teloméricas en leucocitos es un factor de riesgo independiente
asociado con la aparicion de la OA de rodilla. Los portadores del cluster de
haplogrupo de ADNmt HV evidenciaron una mayor incidencia que los portadores
del cluster JT, al igual que una mayor pérdida de secuencias teloméricas. El
mayor acortamiento telomérico en leucocitos de individuos incidentes podria ser
indicativo de un envejecimiento sistémico acelerado que potenciaria la

degeneracion del cartilago.

Palabras clave: osteoartritis, telomero, ADNmt, porcentaje relativo de pérdida de las
secuencias teloméricas, incidencia, prevalencia.



ABSTRACT

Osteoarthritis (OA) is a degenerative joint disease, which is very common
between people aged >65 years old. It is also one of the major causes of
occupational disability. Knee is one of the most affected joints. In this study, we
analyzed the dynamics of telomeric DNA sequence loss in peripheral blood
leukocytes (PBL) after a 6 years follow-up and the mitochondrial DNA haplogroup
(mtDNA), as possible risk factors for suffering knee OA at the recruitment
(prevalence) or for developing it during follow-up (incidence). The diagnosis was
performed by radiologic images. The subjects studied belong to the Osteoarthritis
initiative (OAI) from EEUU. The amount of telomeric sequences was determined
by specific gPCR whereas mtDNA haplogroup was determined by PCR-RFLP
using the single base extension method. It was evidenced that the relative
percentage of telomeric sequences loss in PBL is an independent risk factor
associated with knee OA onset. Carriers of mtDNA HV haplogroup clUster
showed a higher incidence of OA and telomeric sequence loss than carriers of
JT cluster. The higher telomere shortening found in leukocytes from patients who
develop OA could be indicative of an accelerated systemic aging process that

would potentiate cartilage degeneration.

Keywords: osteoarthritis, telomere, DNAmt, relative percentage of telomeric sequences
loss, incidence, prevalence.
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Introduccién

1. Cartilago articular

1.1 Estructura del cartilago

El cartilago articular, localizado en la superficie de las articulaciones que
estan involucradas en el movimiento mecéanico, es un tejido avascular y aneural
(1,2). Estd compuesto principalmente por agua, diferentes tipos de colageno,
proteoglicanos y células exclusivas de este tejido (condrocitos). Ademas, en
menor medida, en este tejido encontramos glicoproteinas y proteinas no
coldgenas. Todos estos componentes conforman una enorme matriz extracelular

que disminuye con la edad (3,4).

Como se puede ver en la figura 1, el cartilago esta divido en 4 zonas (4—
6):

- La zona superficial o tangencial esta compuesta por abundantes
fioras de colageno, condrocitos aplanados y baja cantidad de
proteoglicanos. Es la zona mas cercana a la superficie, presenta
escasa actividad metabdlica y soporta altas fuerzas de cizalla. Ocupa
alrededor de un 10-20% del espesor del tejido articular.

- La zonaintermedia o de transicién presenta condrocitos con forma
esférica, mayor cantidad de proteoglicanos y menor proporcion de
colageno que la zona superficial. Esta zona soporta fuerzas de
compresion y tiene elevada actividad metabdlica. Representa un 40-
60% del volumen total del cartilago.

- La zona profunda o radial es rica en proteoglicanos, presenta
condrocitos y supone el 30% del volumen total del cartilago. Su
principal funcion es proporcionar la mayor resistencia a las fuerzas de
presion gracias a la presencia de fibras de colageno de mayor
diametro.

- La zona calcificada es la capa de anclaje del cartilago al hueso
subcondral. Contiene colageno y condrocitos que expresan un fenotipo
hipertrofico capaz de sintetizar matriz calcificada. No presenta
proteoglicanos. Ademas, esta separada de la zona profunda por una

linea de flujo (tidemark), que permite soportar fuerzas de cizalla.
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Figura 1. Representacion esquematica de las capas del cartilago. Modificada de (6).

1.2 Elementos del cartilago

El condrocito es el Unico tipo celular presente en el cartilago y supone
en torno al 2% del volumen total del cartilago (1,3). Es el responsable de la
sintesis, mantenimiento y degradacion de la matriz extracelular en un estado de
equilibrio de bajo recambio. El metabolismo de los condrocitos funciona con una
baja tensidon de oxigeno, oscilando desde el 10% en la zona superficial a menos
del 1% en la zona profunda. Su principal fuente de energia es la glucosa, la cual
es obtenida por via glucolitica y es necesaria en la sintesis de
glucosaminoglicanos (5,6). Ademas, estas células son responsables de
responder a cambios producidos por las cargas articulares, las citoquinas, los
factores de crecimiento y los mediadores inflamatorios, para mantener la

homeostasis del cartilago (3).

La matriz extracelular (MEC) tiene un papel importante en la mecanica

del cartilago (3). Estd compuesta por los siguientes elementos:

- Agua. Supone un 60-80% del peso del cartilago (2). Su cantidad
desciende en las capas inferiores, siendo alrededor del 80% en la zona
superficial y de un 65% en la zona profunda. El agua se distribuye
segun un gradiente de presion a través del cartilago, lo que permite
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transportar nutrientes a los condrocitos y proporcionar funcion
lubricante en la zona superficial (5).

Colageno. El colageno tipo Il es la principal fibra localizada en el
cartilago (3,6,7), en torno al 90% (2). Su funcidén es soportar una gran
resistencia a la tension (2,6). También existen pequefas cantidades
de colageno tipo I, V, VI, IX, Xy Xl, que se encargan de participar en
la estabilizacion y formacién de la red de colageno tipo Il (3,5).
Representa el 60% del peso seco del cartilago (5).

Proteoglicanos (PGs). Son proteinas hidrofilicas que tienen una o
varias subunidades de glicosaminoglicanos (GAGSs). Los GAGs son
carbohidratos formados por subunidades de disacéridos, tales como
condroitin sulfato, queratan sulfato, dermatan sulfato y el hialuronano
0 acido hialuronico (3). Estas proteinas son secretadas por los
condrocitos y aportan resistencia a las fuerzas de compresion del
cartilago (2,6). Representan el 10-15% del peso del cartilago (5).
Proteinas no colagenas y glicoproteinas. Juegan un papel en la
organizacion, proporcionandole estabilidad al cartilago articular. Entre
las proteinas no colagenas podemos encontrar la COMP (cartilage
oligomeric matrix protein), la CMP (cartilage matrix protein o matrilin-
1) la CILP (intermediate-layer protein), la PRELP (proline- and arginin-
rich and leucine-rich repeat protein) y la fibronectina. Por otro lado,
entre las glicoproteinas destaca la lubricina (PRG4), cuya funcion es
ayudar a reducir la friccion entre los planos en la zona superficial (5,8).

12
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2. Osteoartritis

2.1 Definicion e impacto

La Osteoartritis (OA), comunmente conocida como artrosis, es una
enfermedad degenerativa articular crénica, frecuente en la poblacion envejecida
(4,9,10). Es considerada la forma méas comun y prevalente de artritis (4,9,11-13)
y supone un gran impacto socioeconémico en todo el mundo (6,14,15). La OA

también es clasificada como una enfermedad inflamatoria de bajo grado (16,17).

La OA es el resultado de una serie de perturbaciones a nivel estructural y
funcional de las articulaciones sinoviales (11). Esta enfermedad origina
alteraciones en el cartilago (6,15), una respuesta inflamatoria local del tejido
(11,16) y afectacion del hueso subcondral, los meniscos, los ligamentos, los
musculos periarticulares y la membrana sinovial (6,11,15,18). El dafio articular
se localiza principalmente en las articulaciones de la cadera, rodilla y mufeca
(4,6), aunque también suelen afectarse las articulaciones de la columna lumbar

y cervical (19).

La Osteoarthritis Research Society International (OARSI) ha unificado el
concepto de artrosis como “desorden de las articulaciones maviles caracterizado
por estrés celular y degradacion de la matriz extracelular iniciado por una micro
0 macro lesion que activa la respuesta de reparacion mal-adaptativa incluyendo
a vias proinflamatorias de la inmunidad innata. Esta enfermedad se manifiesta
primero con alteraciones moleculares (metabolismo anormal del tejido tisular)
seguido por cambios anatomicos y/o fisiologicos (caracterizados por la
degradacion del cartilago, remodelado del hueso, formacién de osteofitos,
inflamacion articular y pérdida de la funcion normal articular) que puede culminar
en enfermedad” (5,20).

Segun la OMS, la OA es una de las diez enfermedades mas
incapacitantes en los paises desarrollados, causando limitaciones de
movimiento en el 80% de los pacientes y, el 25% de ellos, no puede realizar
actividades cotidianas (21).

En la actualidad, la combinacion del incremento de la esperanza de vida,

la obesidad y las lesiones articulares previas de la poblacion estan convirtiendo
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la OA en un problema grave de salud publica (15). Se estima que el 10% de
hombres y el 18% de las mujeres de todo el mundo con edad superior a 60 afios
presentan sintomas de OA (22,23).

2.2 Clasificacion

Hay distintas formas de clasificar la artrosis. La mas utilizada se basa en
la etiologia de esta enfermedad, dividiéndose en primaria (o idiopatica) y
secundaria (figura 2). La OA primaria hace referencia a la enfermedad
degenerativa cronica que esta relacionada con el envejecimiento y con otras
patologias asociadas. A medida que una persona envejece, disminuye el
contenido de agua en las articulaciones, provocando una debilidad y pérdida de
resistencia articular. Con respecto a la OA secundaria, suele ser debida a una
causa especifica, como es un traumatismo previo, anomalias anatomicas o
enfermedades metabdlicas (6,24). La distincion entre las dos formas no siempre
es muy clara. Por ello, la OA primaria se ha clasificado en tres subtipos
diferentes. Esta clasificacion se basa en caracteristicas etiopatogénicas, clinicas
y de imagen de la artrosis. La OA tipo | esta determinada por la genética, la OA
tipo Il est4 asociada al déficit de estrogenos y la OA tipo Il esta relacionada con

el envejecimiento (2).

Tipo |. Genética

Primaria (idiopatica) Tipo Il. Déficit de estrégenos

Tipo lll. Envejecimiento

Clasificacion de la OA |—

Traumatismo previo, anomalias
Secundaria - anatomicas o enfermedades
metabdlicas.

—

Figura 2. Clasificacion de la OA.
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2.3 Epidemiologia

Se han realizado multiples estudios epidemiolégicos con el objetivo de
estimar la frecuencia de OA en las diferentes poblaciones. Es complicado
generalizar los resultados con cifras globales de la prevalencia e incidencia, ya
que no hay un consenso claro sobre la definicion de artrosis, los sintomas

iniciales y el umbral del dolor (2).

Por un lado, la prevalencia de OA esta creciendo en todo el mundo, sobre
todo en paises industrializados, debido al aumento de la esperanza de vida, lo
que ocasionara un incremento de la demanda de los servicios sanitarios en los
préximos afos (2). Esta prevalencia depende de la definicion de OA utilizada, las
categorias de edad, la zona geografica y la distribucion poblacional por sexo
(15,25). La articulacion mas prevalente es la rodilla, seguida por la mano y la
cadera (15).

Como se puede observar en la tabla 1, en Europa la prevalencia de la OA
radiogréafica (pruebas radiologicas y exploracion fisica) es mucho mayor que la
OA sintomatica (exploracion fisica Unicamente), sobre todo para las
articulaciones de rodilla y mano. Ademas, la OA de rodilla y mano es mas
prevalente en mujeres que en hombres, especialmente en la OA sintomatica
(15). Ahora bien, si nos centramos en Espafia, la prevalencia general de artrosis
en la poblacion mayor de 40 afios es de un 29,35%. Si vemos la prevalencia por
articulaciones, el dato varia en cadera, rodilla y mano, siendo de 5,13%, 13,83%
y 7,73%, respectivamente (19).

Hay que tener en cuenta que la definicion de OA radiografica para fines
epidemioldgicos puede ser un problema, ya que pueden aparecer
contradicciones entre las pruebas radiologicas y los hallazgos clinicos. Algunos
pacientes pueden presentar un dolor intenso e incapacidad en la articulacion, sin
apreciarse ningun cambio articular en la radiografia simple. En otros casos, la
propia radiologia muestra una alteracion articular, pero los pacientes presentan

pocos 0 ningun tipo de sintomas (25).
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Tabla 1. Estudios de prevalencia de OA de rodilla, mano y cadera en Europa. Extraido
y modificado de (15).

Edad poblacién Prevalencia en Prevalencia en
(afios) Mujeres (%) Hombres (%)
Rodilla
Radiografica
=22 14 12
245 10 4
=55 29 16
Sintomética
219 9 3
=50 23 8
=260 15 9
Cadera
Radiografica
220 7 7
=223 5 11
> 45 19 27
255 16 14
260 5 11
Sintomatica
=19 2 0
=60 8 7
Mano
Radiografica
=30 48 44
=50 67 55
Sintomatica
219 3 <1
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Por otro lado, la incidencia de la OA después de los 40 afios aumenta
dramaticamente con cada década que pasa, siendo mucho mayor en mujeres
que en hombres (24). En el caso de Espafa, los ratios de incidencia
estandarizados por edad y sexo para OA de mano, cadera y rodilla han sido
estimados en 2,4, 2,1y 6,5 por cada 1000 personas en un afo, respectivamente.
Los ratios de incidencia de toda la poblaciéon crecen notablemente desde
aproximadamente los 50 afios hasta los 70-75 afios (figura 3), edad en la que se
da el pico de incidencia (15,26,27).

20+ OA de rodilla

Poblacion total
| Mujeres

18 Hombres

OA de mano
Poblacion total ‘ —
Mujeres ’

14 Hombres

OA de cadera
12 Poblacion total
- Mujeres

Hombres . Py
10+ yd

Incidencia por 1000 personas-aios

0 T T T T T T T T
40-45 45-50 50-55 55-60 60-65 65-70 70-75 75-80 80-85 =85
Edad (afios)

Figura 3. Ratios de incidencia estandarizados por edad y sexo de OA de rodilla (azul),
cadera (rojo) y mano (verde) en toda la poblacién (linea solida), en mujeres (linea

discontinua corta) y en hombres (linea discontinua larga). Extraida y modificada de (15).

2.4 Factores de riesgo

La OA es una enfermedad con multiples factores de riesgo que actian en
conjunto promoviendo la aparicion y/o progresion de OA (12). Pueden variar
segun la articulacion afectada, la etapa y el desarrollo de la progresion de la
enfermedad (4). Existen dos tipos: a nivel de persona y a nivel de articulacién
(figura 4; tabla 2) (12,28). El primer caso corresponde a los factores que actlian
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a nivel sistémico en todas las articulaciones o son caracteristicas propias del
individuo en conjunto. Dentro de este grupo, se pueden dividir en modificables
(obesidad, dieta y metabolismo éseo) o no modificables (edad, género, genética
y raza) (28). Por otro lado, los factores a nivel de articulaciéon hacen referencia a
factores especificos locales y pueden ser unicos para una articulacion en
concreto (lesiones, actividad fisica, trabajo, alineamiento articular y fuerza
muscular) (12,28).

Modificables: Metabolismo dseo,

. dieta y obesidad.
A nivel de persona
No modificables: edad, genética,

género y raza,

Susceptibilidad OA |—

Actividad fisica, trabajo,
A nivel de articulacion - alineamiento articular,

fuerza muscular y
- lesiones.

Figura 4. Esquema de los factores de riesgo de OA.

En la tabla 2 se detallan los factores de riesgo mas importantes para la
OA y sus caracteristicas mas destacables.
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Tabla 2. Tipos de factores de riesgo, ejemplos y caracteristicas (4,12,28).

Tipo Factor de Riesgo Caracteristicas
Heredabilidad: 30% en rodilla; 50% Cadera; 70% mano.
Genética Gen GDF5 (factor 5 de diferenciacion y crecimiento)
participa en el desarrollo, mantenimiento y reparacion de las
articulaciones sinoviales.
Factor de riesgo en todas las articulaciones.
Genera cambios en la capacidad del tejido articular para
Edad adaptarse a las modificaciones biomecanicas.
Incrementa la prevalencia e incidencia de OA en cada
= década de vida.
2
4 Mujeres poseen mayor prevalencia de OA que los hombres.
w .
& Genero Menopausia (disminucion de los estrogenos) incrementa la
o prevalencia e incidencia de OA.
-
w . . .
> Potente factor de riesgo, especialmente en OA de rodilla y
Z cadera.
<
Pérdida de peso disminuye el dolor y la incapacidad en
. pacientes con OA de rodilla.
Obesidad y ) ) ]
Reduccion de un 5% del peso esta asociado con una mejor
capacidad fisica.
Incidencia de OA de rodilla se incrementa con el aumento
del IMC.
Densidad mineral Asociada con el riesgo de incidencia de OA.
6sea (BMD) Contribuye a la reestructuracion y masa 6sea.
Prevalencia mayor de OA en pacientes con lesiones en el
ligamento cruzado anterior y menisco.
Lesiones 50% de pacientes con diagnoéstico de ligamento cruzado
mecéanicas anterior o menisco desarrollan OA tras 10-20 afios.
Lesiones en la rodilla incrementan 4 veces el riesgo de
% desarrollar OA de rodilla.
5I
5] o . Uso repetitivo de la articulacién predispone a desarrollar OA.
= Actividad fisicay ) . ] )
@ trabajo Trabajos que requieren arrodillarse o ponerse en cuclillas
j incrementan el riesgo de OA de rodilla.
w
% Debilidad muscular es comun en pacientes con OA de rodilla.
< Fuerza muscular

Alineamiento
articular

Mejora a través del ejercicio y est4 asociada a la reduccién
de dolor en pacientes con OA de rodilla.
Predictivo de progresién de OA de rodilla.

Mal alineamiento predispone a fuerzas mecénicas
anormales.
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2.5 Fisiopatologia

La OA reduce drasticamente la calidad de vida del paciente (24). Su
fisiopatologia es compleja, pues integra aspectos mecanicos, bioldgicos,

inflamatorios e inmunoldgicos (29).

La OA se inicia mediante cambios anormales del metabolismo de los
tejidos articulares. A medida que continGa el proceso patoldgico, las alteraciones
anatomicas Yy fisiolégicas, tales como degradacion del cartilago, remodelado
0seo, formacion de osteofitos, inflamacion articular y pérdida de la funcion
articular normal, se hacen presentes (19). Todo ello ocasiona la aparicién de la

dolencia (6).

Los tejidos principales involucrados en la patologia de la artrosis son el
cartilago, la membrana sinovial y el hueso subcondral (1,23). A continuacién, se
detalla la funcionalidad de los tres tejidos en la osteoartritis.

2.5.1 Cartilago articular

El cartilago articular es un tejido viscoelastico encargado de amortiguar y
minimizar las fuerzas a las que son sometidas los huesos que forman una
articulacion. Este tejido carece de vascularizacion e inervacién y esta anclado al

hueso subcondral (1).

La articulacion normal es capaz de soportar presiones repetidas y
localizadas, a través de la capacidad elastica y compresible del cartilago. Sin
embargo, hay factores mecanicos que pueden favorecer la degradacion del
cartilago, pues inducen desgaste o alteraciones en la matriz extracelular. Existen
dos formas de desgaste: el originado por la interaccién entre dos superficies
articulares y el causado por una deformacion de la articulacion debido a las
continuas presiones repetitivas y ciclicas. En condiciones normales, los
condrocitos son capaces de restaurar los defectos de la matriz extracelular, ya
gue mantienen un equilibrio entre los procesos anabdlicos y catabdlicos de la
MEC; pero si la accibn mecanica continda, el dafio puede ser irreversible
ocasionando la degeneracion del cartilago articular de forma cronica (1).

Ademaés, conforme avanza la enfermedad, la reduccién del numero de
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condrocitos en el cartilago articular no logra regenerar ni remodelar el cartilago
de forma adecuada (30). Por otro lado, existen mediadores bioldgicos que
también estan involucrados en la destruccion del cartilago. Entre ellos podemos
destacar las citoquinas proinflamatorias y antiinflamatorias, los factores de
crecimiento, el 6xido nitrico (NO), los mediadores lipidicos (prostaglandina Ez y
leucotrienos) y las adipoquinas (1). El conjunto de mediadores biol6gicos
liberados durante la artrosis es caracteristico del fenotipo SASP (senescence-
associated secretoy phenotype) y tiene la capacidad de activar a proenzimas
proteoliticas del grupo de las proteasas, que intervienen en la degradaciéon de la
matriz extracelular y ocasionan, por tanto, la destruccion progresiva del cartilago
(14,31).

2.5.2 Membrana sinovial

La membrana sinovial es una capa celular delgada que recubre la cavidad
de la articulacion y actia como una membrana semipermeable para regular la
transferencia de moléculas dentro y fuera de la articulacion (6). Su aspecto es
liso y brillante, aunque puede presentar vellosidades. También posee vasos
sanguineos, nervios y vasos linfaticos (1). Sus principales funciones son lubricar

y nutrir el cartilago avascular y regular la presién y temperatura local (23).

Los sinoviocitos son células indiferenciadas presentes en la membrana
sinovial, localizadas en hilera entre las fibras de colageno, las cuales forman
parte del revestimiento interno de esta membrana (1). Estas células sintetizan

lubricantes como el acido hialurénico y la lubricina (23).

En la membrana sinovial de una articulacion artrésica se desarrolla un
componente inflamatorio que incide de forma importante en la patogenia y en el
grado de manifestacion clinica de la OA (1). Este componente inflamatorio,
conocido como sinovitis o inflamacion de la membrana sinovial, es debido a la
hiperplasia e infiltracion de células mononucleares (linfocitos T y B) (6) y se
refleja en muchos signos y sintomas de la artrosis, como son enrojecimiento,

hinchazén, calor y edema (1).

Durante el proceso inflamatorio, la membrana sinovial sintetiza

mediadores bioquimicos que tienen un efecto catabolico sobre el cartilago. Estos
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mediadores a su vez, estimulan la produccién de moléculas proinflamatorias (IL-
1B, TNF-a y PGE-2) por parte de los condrocitos, provocando un efecto
destructor de tejido articular OA (1). Ademas, los condrocitos activan proteinasas
gue generan productos de degradacion que actian como patrones moleculares
asociados a dafio (DAMP), los cuales interactian con los receptores tipo Toll
(TLRs, toll-like receptors), las proteinas integrinas y receptores para productos
finales de glicacion avanzada (RAGE). Esto provoca que los condrocitos

aumenten aun mas la expresion de productos inflamatorios y catabolicos (6,17).

2.5.3 Hueso subcondral

La estructura y composicion 6sea se adapta a lo largo de la vida, gracias
a la actividad coordinada de los osteoblastos, que sintetizan hueso nuevo, y
osteoclastos, que reabsorben el hueso, en respuesta a factores biomecanicos
locales, hormonas sistémicas y mediadores solubles locales. El hueso
subcondral, localizado debajo del cartilago articular, estd organizado en una

placa de hueso denso y una regién contigua de hueso esponjoso (6).

En una articulacion normal, el hueso subcondral absorbe un 30-50% de la
carga recibida y el cartilago un 1-3%. En una articulacion osteoartritica, el hueso
subcondral se esclerosa y disminuye su capacidad hasta el 30%, lo que supone
una disipacion de la carga hacia la articulacion, especialmente al cartilago (1).
También hay aumento en el volumen, el grosor y el contorno de la placa del
hueso subcondral, alteraciones en el estado de mineralizacion 6ésea, cambios en
la microarquitectura, formacion de quistes 6seos y osteofitos (excrecencias
0seas gue se localizan en los margenes de las articulaciones). Estos cambios
estdn mediados por alteraciones en la actividad de los osteoclastos y
osteoblastos. Ademas, el hueso también puede sufrir dafio fisico directo,
formandose microgrietas o fisuras dentro del hueso, debido al aumento de la

carga mecanica (figura 5) (6).

En la figura 5 se representa un resumen de los principales cambios
estructurales, mencionados anteriormente, que diferencian un tejido sano y uno

artrosico.
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Figura 5. Cambios estructurales en el desarrollo de la osteoartritis. Modificada de (23).

2.6 Manifestaciones clinicas

La OA presenta manifestaciones clinicas muy variadas (2,15,29,32):

- El dolor es considerado el principal sintoma a la hora de la decision
clinica. En las primeras fases de la enfermedad, el dolor puede ser
intermitente y autolimitado. Conforme avanza la OA, el dolor es mas
persistente, continuo, incapacitante e incluso puede adquirir caracter
inflamatorio.

- Larigidez articular es otro sintoma importante en la artrosis. La rigidez
suele durar 15-30 minutos y puede notarse mejoria con el ejercicio.

- Existen otros sintomas comunes en pacientes con OA, como el
chasquido articular, reduccion de la movilidad, hinchazén local y
debilidad muscular.

2.7 Diagnostico y evaluacion

El diagndstico clinico es el método estandar para confirmar la presencia
de OA. Se basa en criterios sintomaticos (dolor, rigidez matinal y limitaciones
funcionales) y un examen fisico (crepitacion, sensibilidad articular, movimiento

restringido y agrandamiento 6seo) establecidos y recomendados por American
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College of Rheumatology of the European League Against Rheumatism for knee
osteoarthritis (4,15). Ademas, también existe el criterio radiografico, que es de
gran utilidad a la hora del diagndstico y confirmacién de la artrosis, ya que puede
aportar evidencia clara del estado de la articulacion (estrechamiento del espacio
articular, osteofitos, esclerosis, pseudoquistes, densidad del hueso subcondral y
deformidad de los extremos Oseos). Se utiliza el sistema de clasificacion de
Kellgren-Lawrence que permite calificar la OA en cinco niveles, de 0 a 4, segun
la gravedad de los elementos encontrados en la imagen radiogréafica (tabla 3)
(4,33). Esta clasificacion puede tener problemas derivados de la subjetividad en

la valoracion de las imagenes radiologicas por parte del especialista.

Tabla 3. Clasificaciéon de la OA segun la escala de Kellgren-Lawrence. Extraida y
modificada (33).

Grado Hallazgos radioldgicos

0 (normal) e Radiografia normal

1 (dud ) e Dudoso estrechamiento del espacio articular
udoso
e Posible osteofitosis

2 (leve) e Posible estrechamiento del espacio articular
eve
e Osteofitosis

e Estrechamiento del espacio articular
3 (moderado) e Moderada osteofitosis

moderado
e Esclerosis leve

e Posible deformidad de los extremos 6seos

e Evidente estrechamiento del espacio articular
4 ) e Abundante osteofitosis

severo
e Esclerosis severa

e Deformidad de los extremos 6seos

Las mediciones de los cambios estructurales y el dolor deben
complementarse con indices de limitacion de actividad y restriccion de
participacion. Existen cuestionarios estandarizados que estan dirigidos a evaluar

pardmetros genéricos, como la salud general, la vitalidad y la salud mental o
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discapacidades caracteristicas de la enfermedad. Los cuestionarios especificos
para evaluar la OA de la rodilla y la cadera son el WOMAC (Western Ontario and
McMaster Universities Arthritis Index), el HOOS (the Hip Disability and
Osteoarthritis Outcome Score) y el KOOS (Knee Injury and Osteoarthritis
Outcome Score) (2). De todos ellos, el mas utilizado es el cuestionario WOMAC,
encargado de evaluar tres parametros de la artrosis, el dolor, la rigidez y la
capacidad funcional (figura 6). Cada pardmetro recibe una puntuacién de 0 a 4
puntos, siendo 0 la ausencia del sintoma y 4 la maxima intensidad del mismo. Si
la puntuacion total esta entre 8 y 12 puntos nos indica una discapacidad severa
(2,34).
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Cuestionario WOMAC para artrosis

Apartado A.

Instrucciones: las siguientes preguntas tratan sobre cuanto DOLOR siente usted en las caderas y/o rodillas como
consecuencia de su artrosis. Para cada situacién indique cuanto DOLOR ha notado en los Ultimos 2 dias.
Pregunta: ¢Cuéanto dolor tiene?

1. Al andar por un terreno llano:

Ninguno Poco Bastante Mucho Muchisimo
2. Al subir o bajar escaleras:

Ninguno Poco Bastante Mucho Muchisimo
3. Por la noche en la cama:

Ninguno Poco Bastante Mucho Muchisimo
4. Al estar sentado o tumbado:

Ninguno Poco Bastante Mucho Muchisimo
5. Al estar de pie:

Ninguno Poco Bastante Mucho Muchisimo
Apartado B.

Instrucciones: las siguientes preguntas sirven para conocer cuanta RIGIDEZ (no dolor) ha notado en sus caderas y/o
rodillas en los ultimos 2 dias. RIGIDEZ es una sensacion de dificultad inicial para mover con facilidad las
articulaciones.

1. ¢ Cuénta rigidez nota después de despertar por la mafiana?

Ninguno Poco Bastante Mucho Muchisimo
2. ¢ Cuanta ridigez nota durante el resto del dia después de estar sentado, tumbado o descansado?

Ninguno Poco Bastante Mucho Muchisimo
Apartado C.

Instrucciones: las siguientes preguntas sirven para conocer su CAPACIDAD FUNCIONAL. Es decir, su capacidad
para moverse, desplazarse o cuidar de si mismo. Indique cuanta dificultad ha notado en los Gltimos 2 dias al realizar
cada una de las siguientes actividades, como consecuencia de su artrosis de cadera y/o rodilla.

Pregunta: ¢ Qué grado de dificultad tiene al...?

1. Bajar escaleras:

Ninguno Poco Bastante Mucho Muchisimo
2. Subir las escaleras:

Ninguno Poco Bastante Mucho Muchisimo
3. Levantarse después de estar sentado:

Ninguno Poco Bastante Mucho Muchisimo
4. Estar de pie:

Ninguno Poco Bastante Mucho Muchisimo
5. Agacharse para coger algo del suelo:

Ninguno Poco Bastante Mucho Muchisimo
6. Andar por un terreno llano:

Ninguno Poco Bastante Mucho Muchisimo
7. Entrar y salir de un coche:

Ninguno Poco Bastante Mucho Muchisimo
8. Ir de compras:

Ninguno Poco Bastante Mucho Muchisimo
9. Ponerse las medias o los calcetines:

Ninguno Poco Bastante Mucho Muchisimo
10. Levantarse de la cama:

Ninguno Poco Bastante Mucho Muchisimo
11. Quitarse las medias o los calcetines:

Ninguno Poco Bastante Mucho Muchisimo
12. Estar tumbado en la cama:

Ninguno Poco Bastante Mucho Muchisimo
13. Entrar y salir de la ducha/bafiera:

Ninguno Poco Bastante Mucho Muchisimo
14. Estar sentado:

Ninguno Poco Bastante Mucho Muchisimo
15. Sentarse y levantarse del retrete:

Ninguno Poco Bastante Mucho Muchisimo
16. Hacer tareas domésticas pesadas:

Ninguno Poco Bastante Mucho Muchisimo
17. Hacer tareas domeésticas ligeras:

Ninguno Poco Bastante Mucho Muchisimo

Figura 6. Cuestionario WOMAC para evaluar la OA de rodilla y cadera. Modificado de

).
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2.8 Prondstico

La osteoartritis es considerada una enfermedad cronica, irreversible y
progresiva, que suele evolucionar de manera no lineal. El deterioro funcional
suele ir ligado al envejecimiento del individuo. Sin embargo, hay factores de
riesgo modificables, como son el IMC y la inestabilidad articular, que favorecen

la progresion de la artrosis (29).

2.9 Tratamiento

Hay tres tipos de tratamientos: no farmacoldgicos, farmacoldgicos y

quirurgicos (figura 7) (2,6). Sus principales objetivos son:

- Promover la educacion sanitaria en los pacientes y familiares.

- Aliviar o controlar el dolor, sintoma principal de esta patologia.

- Mejorar o mantener la funcionalidad de la articulacion controlando la
rigidez.

- Demorar la progresion del dafio estructural.

Para establecer un tratamiento adecuado, los médicos tienen en cuenta

el grado y la tasa de progresion de la artrosis, la edad, las comorbilidades

asociadas, los costes y las necesidades y expectativas del paciente (11,29).

Tratamiento Osteoartritis

Tratamiento NO farmacolégico

‘ Persistencia de sintomas

Tratamiento farmacolégico

‘ Persistencia de sintomas

Tratamiento quirargico

Figura 7. Procedimiento a seguir para el tratamiento de la osteoartritis.
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2.9.1 Tratamiento no farmacolégico.

La educacién sanitaria juega un papel clave en las terapias no
farmacoldgicas. Los pacientes deben ser informados sobre la naturaleza de la
enfermedad, autocuidado, ejercicios adaptados y personalizados, programas de
apoyo Yy nutricion (2,11,29). El ejercicio y el control o reduccién de factores de
riesgo, como el sobrepeso, son puntos importantes que mejoran la funcionalidad

de las articulaciones y disminuyen el dolor (32).

El tratamiento no farmacolégico es el eje central de la terapia y siempre
debe mantenerse en los pacientes, ya que puede ayudar en la efectividad del

resto de tratamientos (29).

2.9.2 Tratamiento farmacoldgico.

Dependiendo de los sintomas presentados por los pacientes, los tipos de

farmacos utilizados son los siguientes:

- Los analgésicos orales son la primera linea de tratamiento. El
analgésico mas utilizado en pacientes con OA es el paracetamol o
acetaminofén (29,32,34,35).

- Los AINEs (antiinflamatorios no esteroideos) tienen actividad
antiinflamatoria, antipirética y analgésica y constituyen la segunda
linea de tratamiento. Los mas comunes son el ibuprofeno y el
naproxeno (34,35).

- Si el dolor persiste, podemos optar por los opiaceos débiles (tramadol
o codeina); y en los casos con dolor moderado-grave se utilizan
opioides mayores (buprenorfina o fentanilo) (36).

- Los farmacos condroprotectores son conocidos como SYSADOA
(Symptomatic Slow Acction Drugs OsteoArthritis). Los mas comunes
son el condroitin sulfato, el &cido hialurdnico y la glucosamina (37,38).
Hay que destacar que el uso de este tipo de farmacos es controvertido,

ya que su eficacia no esta suficientemente probada (37).
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2.9.3 Tratamiento quirurgico

El tratamiento quirdrgico es el ultimo recurso para paliar el dolor y mejorar

las limitaciones de la realizacién de actividades cotidianas en pacientes con

artrosis sintomatica severa. Hay diferentes cirugias, tales como el lavado

articular (eliminacion de adherencias intraarticulares), la osteotomia (correccion

de la alineacion 6sea) y la protesis articular (reemplazo total o parcial). La

realizacion de una cirugia u otra depende del grado de afectacion, sintomatologia

y articulacion dafada (2).

2.10 Prevencion

Hay dos tipos de prevencion: primaria y secundaria (6,21).

- Prevencién primaria. Consiste en evitar factores de riesgo, antes de

que los sintomas clinicos de la OA aparezcan.

o

o

Control de peso. La obesidad es un factor de riesgo para la OA,

de manera que el mantenimiento o reduccion del peso a través
de una adecuada dieta.

Prevencién en la actividad ocupacional. Evitar el uso repetitivo

de la articulacion y curar las heridas o traumatismos
adecuadamente puede ayudar a prevenir la OA.

Actividad fisica recomendada por el especialista. El incremento

de la actividad fisica favorece el control de peso y puede ayudar
a disminuir el riesgo de desarrollar artrosis.
La alineacion de las articulaciones, cadera y rodilla, mediante

ortopedia, puede ayudar a reducir el riesgo de OA.

- Prevencion secundaria. Se basa en ralentizar la progresion de la OA

tras el diagnostico. Su objetivo es mejorar la calidad de vida del

paciente mediante programas de ayuda en casa, rehabilitacion,

tratamientos médicos...
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3. Teldbmero

3.1 Definicion y papel funcional

Los teldmeros son estructuras nucleoproteicas situadas en los extremos
de los cromosomas lineales de las células eucariotas (39,40). En mamiferos, su
ADN corresponde a una secuencia repetitiva en tandem 5-TTAGGG/CCCTAA-

3'; tiene un tamafo habitual de 10-15 Kb en las células humanas (40-43).

Muy cerca de las secuencias repetitivas de los telémeros, en direccién 5’
hacia el centromero, se localiza una region subtelomérica rica en islas CpG, cuyo
grado de repeticiones de la secuencia 5-TTAGGG/CCCTAA-3' es bastante
menor. La regidn subtelomérica contiene el promotor de ARN telomérico,
conocido como TERRA (telomere repeat containing RNA), y juega un papel

importante en la formacién de los complejos shelterina o telosoma (44—46).

Los telomeros protegen las zonas finales de los cromosomas,
proporcionar estabilidad gendmica y aseguran una correcta segregacion del
material genético entre las células hijas durante la division celular (42,43).
Durante cada replicacién del ADN y en ausencia de sistemas de reposicion, el
telémero se acorta un promedio de 50-150 bp, segun el tipo celular (10,47). Las
secuencias teloméricas actuarian como reloj biolégico celular. Los telé6meros son
determinantes en el envejecimiento celular, al igual que de la entrada en

senescencia 0 apoptosis de las células (42,43).

3.2 Estructura

3.2.1 ADN telomérico

Tal como se ha comentado, en eucariotas el ADN telomérico esta
compuesto por secuencias hexaméricas repetitivas, 5'-TTAGGG-3' en la cadena
rica en guaninas (G-rich strand) y 3'-AATCCC-5' en la cadena rica en citosinas
(C-rich strand) (42). La cadena rica en guanina del ADN telomérico presenta una
cola monocatenaria sobresaliente, en 3', denominada cola G, de unos 30-400
nucleodtidos. La region terminal de la secuencia telomérica se pliega hacia atras,
formando un bucle terminal (bucle T). El bucle se estabiliza gracias a la cola G,
la cual invade la doble cadena, desplazando la cadena rica en guanina,
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apareandose con la cadena complementaria rica en citosinas, formandose el
bucle de desplazamiento (bucle D) (figura 8). Esta estructura peculiar, junto con
los complejos proteicos asociados, precinta el extremo del telébmero,
protegiéndolo de la degradacion, de las actividades de reparacion del ADN y de

la actividad de la telomerasa (43,48,49).
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Figura 8. Representacion de la estructura del telémero. Modificado de (50).

Cromosoma

3.2.2 Componentes proteicos: complejo shelterina o telosoma

El proteoma del telémero consta de 200 proteinas. Ellas estdn asociadas
con diferentes aspectos de la biologia del telémero, incluyendo desde la
proteccion y mantenimiento telomérico hasta la sefializacién y reparacion del
ADN dafiado (49).

Las secuencias teloméricas estan asociadas con un grupo de proteinas
especializadas, conocido como complejo shelterina o telosoma, cuyas funciones
son: regular la longitud telomérica mediante la interaccién entre telémeros-
telomerasa en la fase S del ciclo celular (49), impedir que el extremo de los
cromosomas sea reconocido como rotura del ADN y reprimir las sefales de la

respuesta a dafo del ADN (DNA damage response, DDR) (51).

El complejo shelterina esta formado por seis proteinas en humanos: factor
1y 2 de union a las repeticiones teloméricas (telomere repeat factors 1 and 2,
TRF1 y TRF2), proteina 1 represora/activadora humana (repressor/activator
protein 1, hRAP1), proteina nuclear 2 de interaccién con TRF1 (TRF1-interacting
nuclear protein 2, TIN2), tripeptidilpeptidasa 1 (tripeptidylpeptidase 1, TPP1) y
protector de los teldmeros 1 (protector of the telomeres 1, POT1) (42,43,49).
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Aparte del complejo shelterina, existe otro complejo proteico que
contribuye en la regulacion y mantenimiento del telémero, denominado complejo
CST (heterotrimeric protein complex). Este complejo esta formado por las
proteinas CTC1 (conserved telomere protection component 1), TEN1 (telomeric
pathway with STN1) y STN1 (suppressor of cdcl3a). Se localiza en la cadena
monohebra (cola G) del telomero y su funcién es interaccionar con la ADN
polimerasa durante la replicacion del telémero (51).

3.3 Histonas y sus modificaciones epigenéticas

Al igual que el resto del ADN cromosémico, el ADN telomérico también
esta asociado a histonas. La unidad basica de empaquetamiento del ADN es el
nucleosoma, formado por 147 pares de bases de ADN unidos a un octamero de
histonas (dos H2A, dos H2B, dos H3 y dos H4). El siguiente nucleosoma se
encuentra a 80 pares de bases del primero, y asi sucesivamente. El ADN se
enrolla alrededor de los nucleosomas, los cuales se empaquetan para compactar
el ADN. El grado de compactacién va estar determinado por los niveles de
metilaciones y acetilaciones en las histonas. De manera que la cromatina se
puede mostrar en dos formas, heterocromatina (muy condensada) y eucromatina
(poco condensada), que presentan diferentes niveles de transcripcion y

exposicion a dafios (41).

La heterocromatina constitutiva posee un alto grado de compactacion del
ADN vy se localiza en regiones especificas, como son los centromeros, regiones
subteloméricas y telomeros. También, en ocasiones, este tipo de compactacion
se encuentra dispersa por los brazos de los cromosomas. Esta caracterizada por
la presencia de HP1 (proteina heterocromatina 1, heterochromatin protein 1). Los
octameros de histonas, es decir, los nucleosomas del teldmero, poseen marcas
epigenéticas propias de un estado compacto de la cromatina, tales como las
hipermetilaciones H3K9met3 o H4K20met3 y residuos de lisina hipoacetilados
(figura 9) (52-54).
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Figura 9. Modificaciones epigenéticas en la cromatina del centrémero (A) y telémero (B)
de los cromosomas de los mamiferos. Me: metilacion. HP1: proteina heterocromatina 1.
DNMT: ADN metiltransferasa. TRF1 y TRF2: factor 1 y 2 de unién a las repeticiones

teloméricas. Modificado de (54).

3.4 TERRA (telomere repeat containing RNAS)

Durante muchos afos los telomeros se han considerado
transcripcionalmente inertes. El descubrimiento de la transcripcion de la cadena
rica en citosinas de los telémeros por la ARN polimerasa Il fue un importante
avance en la biologia del telomero (39,46).

TERRA es un ARN largo no codificante (LhcRNA), cuya secuencia
repetitiva es UUAGGG. Esta molécula de ARN es heterogénea en tamafio y varia
desde 100 nucledtidos hasta 9 kb, exhibiendo una caperuza trimetilada en 5’.
Ademas, puede ser poliadenilada en su extremo 3'. TERRA se localiza a lo largo
de toda la estructura telomérica proporcionando una correcta conformacion de
los bucles (T y D), sellando la estructura cromatinica, facilitando la replicacién de

las repeticiones teloméricas y promoviendo la estabilidad cromosémica (55,56).
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TERRA es transcrito por la ARN polimerasa Il a partir de un promotor
situado en la region subtelomeérica y se asocia al ADN telomérico, dando lugar a
hibridos de ADN:ARN llamados bucles R, cuyo rol principal es promover la

recombinaciéon homologa directa en los telomeros (39,46,55,56).

Recientemente se ha encontrado que el ADN telomérico puede codificar
proteinas, en particular en células que sufren disfuncién o crisis telomérica. El
transcrito TERRA podria traducirse por el mecanismo de traduccién no ATG
asociado a repeticion (RAN), generando dos proteinas de repeticion dipeptidica,
valina-arginina (VR)n y glicina-leucina (GL)n. Estas podrian actuar como
proteinas de sefializacion. Su abundancia podria alterar el metabolismo de los
acidos nucleicos y la sintesis general de proteinas y desencadenar respuestas

de inflamacion celular, con implicaciones en el cancer y el envejecimiento (57).

3.5 Problema de la replicacion terminal

El ADN telomérico se duplica a través de la replicacion semiconservativa,
pero no puede replicarse completamente. La enzima encargada del proceso de
replicacion es la ADN polimerasa que copia el ADN en direccion 5’-3’ de forma
directa. De tal forma que la cadena conductora se sintetiza de forma continuada,
mientras que la cadena retardada requiere cebadores de ARN para su sintesis
discontinua, ya que la ADN polimerasa solo puede continuar la sintesis pero no
comenzarla. Tras su extension, los cebadores de ARN se eliminan y los
fragmentos de ADN (conocidos como fragmentos de Okazaki) se unen mediante
una enzima ligasa. La eliminacion del cebador mas distal en el extremo 5’ de la
cadena retardada da lugar a la pérdida de dicha secuencia terminal (figura 10).
Este mecanismo es conocido como el problema de la replicacion terminal
descrito por Olovnikov y por Watson. Sin embargo, esta replicacion incompleta
no es la Unica razon por la cual los telomeros se acortan. En el caso de la sintesis
de la cadena conductora se origina una digestién nucleolitica para generar el
extremo sobresaliente en 5’ y permitir asi la formacién de la estructura final del
telomero (figura 10) (42,43,58).
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Esta problematica explica el por qué los telémeros se van acortando
durante cada division celular, conociéndose como el reloj bioldgico de las células
(42,43,58).

Hebra retardada

5 ¢ 3
3 F 5
Hebra conductora
Sintesis de la hebra retardada Sintesis de la hebra conductora
5’ 3’ 5’ 3
3 = pa— —_— Pu— % 5’ 3 *‘ 5
Fragmento Cebador
de Okazaki ARN Digestién nucleolitica,
Eliminacién cebadores gene‘rando un hueco
de ARN y ligado de los en>s.

fragmentos de ADN,
ocasionando un hueco 5 3
en5’. 3 ) 5’

Figura 10. Esquema del problema de la replicacion terminal del telémero. Modificado
de (43).

Las células sométicas solo pueden experimentar un namero definido de
divisiones (limite de Hayflick) antes de que los telémeros se vuelvan
extremadamente cortos y pierdan sus propiedades protectoras (39,59). Cuando
las secuencias teloméricas se acortan criticamente o su arquitectura de la
cromatina de orden superior se ve comprometida, los telomeros pierden su
funcion de proteccién y desencadenan una respuesta de dafio del ADN (DDR)
mediada por la via de las kinasas ATM/ATR. Esto conduce a la senescencia
replicativa que opera como mecanismo supresor de tumores, provocando que

las células dejen de dividirse o mueran por apoptosis (54,60,61).

En el caso de las células germinales, la longitud telomérica se mantiene
gracias a la accién de la enzima telomerasa. Algo similar pasa con las células
cancerosas, ya que encuentran la manera de alargar las secuencias teloméricas
por medio de la activacion de la enzima telomerasa o el sistema de

recombinacion, lo cual es necesario para el proceso de inmortalizacion (39,62).
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3.6 Telomerasay ALT

La telomerasa es una ribonucleoproteina con actividad transcriptasa
inversa (39), encargada de la adicion de ADN telomérico de novo para
compensar la erosion telomérica causada en cada division celular (42,43). La
expresion de la telomerasa estad restringida a los estados tempranos del
desarrollo embrionario (células madre embrionarias pluripotenciales y
compartimentos de células madre adultas). Aunque la telomerasa se expresa en
compartimentos de células madre adultas, esto no es suficiente para
contrarrestar la pérdida de telémero asociada en cada divisién celular. Por ello,

los telbmeros se van acortando con la edad tanto in vitro como in vivo (43).

Como se puede ver en la figura 11, en humanos la enzima telomerasa
esta formada por una subunidad catalitica con actividad transcriptasa inversa
(TERT), un componente que actia como molde de ARN (TERC) y una serie de
proteinas especificas (51,63,64), que interactian con TERC y regulan la
biogénesis, la localizacion subcelular y la actividad funcional de la telomerasa.
El 85-90% de los tumores activan la telomerasa para mantener un potencial

replicativo ilimitado (42,51).
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Figura 11. Estructura de la telomerasa. La telomerasa esta compuesta por TERT
(subunidad catalitica), TERC (molde de ARN), disquerina y otras proteinas asociadas
(GAR1, TCAB1, NHP2, NOP10, disquerina 0 DCK1) (51).

Alrededor del 10-15% de los tumores cancerosos de mamiferos y lineas
celulares inmortalizadas, los telomeros se extienden de forma independiente a
la telomerasa, mediante el proceso conocido como ALT o alargamiento
alternativo de los telomeros (alternative lengthening of telomeres) (39,51). Los
osteosarcomas, los leiomiosarcomas, los astrocitomas de grado 2 y 3, y los
tumores pancreaticos neuroendocrinos usan esta estrategia para el
mantenimiento de los telomeros. Las células que emplean el mecanismo ALT
tienen longitudes teloméricas altamente heterogéneas y abundante ADN
telomérico extracromosoémico. El sistema ALT esta basado en un mecanismo de
recombinacién homoéloga (figura 12) aunque de un modo mas desorganizado y
heterogéneo (42,63).
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Figura 12. Alargamiento alternativo de los telomeros (ALT). Modificado de (51).

Los telomeros en las células con ALT se agrupan alrededor de cuerpos
nucleares de leucemia promielocitica (PML), denominados cuerpos PML
asociados a ALT (APB) (53).

3.7 Envejecimiento asociado al tel6mero

El envejecimiento se define como un proceso natural (65) y multifactorial,
resultado de un declive progresivo funcional (43). Segun las Naciones Unidas, la
proporcion de personas mayores de 65 afios se duplicara en los proximos 30
afos, lo que significa que este grupo demografico representara mas de 16% de
la poblacion mundial para 2050 con respecto al 9% que representa en la
actualidad (66).

Una de las rutas moleculares identificadas como posible causa de
envejecimiento es el acortamiento telomérico (43), cuyo inductor principal podria

ser el estrés oxidativo (67), el cual aumenta conforme lo hace el envejecimiento
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Yy, por tanto, parece tener importancia en las enfermedades relacionadas con la

edad (39), como es el caso de la artrosis.

Individuos con la misma edad muestran variaciones en la longitud del
telomero, debido a la influencia de factores genéticos y ambientales (43,60). El
tamafo del teldmero tiene una heredabilidad estimada de 36-84% (60,68). Sin
embargo, existe la evidencia que los factores estresantes medioambientales, e
incluso las adversidades psicosociales, principalmente en nifios, pueden
acelerar el acortamiento del telomero (60,69). Esta influencia podria ser mediada
por la proliferacion acelerada del tejido y/o el estrés oxidativo. El incremento de
las especies reactivas de oxigeno dafia el ADN, siendo especialmente sensibles
las secuencias ricas en guaninas, como son los telémeros, muy propensos a

dafio oxidativo y escision (60,70).

La interaccion entre los factores genéticos y externos sobre el
mantenimiento del telomero podria determinar la longitud telomérica individual v,
por tanto, la expectativa de vida y susceptibilidad para desarrollar enfermedades

relacionadas con la edad (43).

Aunque no hay una clara relacion evidente entre la senescencia
replicativa in vitro y el envejecimiento del organismo, esta claro que la longitud
del telémero disminuye con la edad y esta siendo considerada un biomarcador
de la edad biolégica. Numerosos estudios, incluido uno con mas de 64000
individuos, sugiere que la presencia de telomeros cortos en leucocitos o saliva
se correlaciona con disminucién de la vida media (60,71,72). Muchos de esos
estudios no se han realizado a lo largo de la vida de esos individuos mediante el
analisis de muestras repetidas a lo largo del tiempo, por lo que es dificil separar
las influencias a nivel individual o poblacional. Algunas encuestas poblacionales
indican que la pérdida de los teldmeros es mayor durante los primeros afios de
vida (60,73). Heidinger et al. monitorizaron la longitud del teldmero en células del
pajaro diamante cebra (Taeniopygia guttata) y observaron que la longitud de los
telomeros en la vida temprana, es decir, al final del periodo de crecimiento (sobre

unos 25 dias), era un predictor muy fuerte de la longevidad (60,74).

Ademas, diversos metaanalisis correlacionaron la disminucion del tamafio
del telomero con algunas enfermedades relacionadas con la edad. Por ejemplo,
los individuos con telémeros cortos en leucocitos de sangre periférica tienen un
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80% mas de riesgo de enfermedad cardiovascular y un 40% de desarrollar esta
enfermedad en el futuro (60,75). El riesgo también es evidente en la diabetes y
numerosos canceres (60,76—78). Un estudio de cohortes de asociacion del
genoma completo (GWAS) indica que las variantes de secuencia comunes en
siete genes implicados en la regulacion de los telomeros aumentan el riesgo
cardiovascular, pulmonar y la enfermedad de Alzheimer (60,79,80). En cuanto a
la reproduccién humana, un estudio reveld que 25 parejas con pérdida recurrente
de embarazo presentaban una longitud mas corta de los telémeros en leucocitos

en comparaciéon con 20 parejas fértiles (60,81).

La importancia de los telomeros en el envejecimiento esta demostrada
mediante modelos murinos con acortamiento o alargamiento de estas
secuencias que presentan una disminucibn o un aumento de vida,
respectivamente (82,83). Ademas, algunos estudios han encontrado relacion
entre el acortamiento de los teldmeros y un incremento del riesgo de mortalidad

en humanos (84,85).

Por otro lado, el acortamiento telomérico ha sido descrito en multiples
enfermedades, tales como el lupus eritematoso sistémico, la artritis reumatoide,

la esclerosis multiple, la osteoporosis y la artrosis (86).

3.8 Leucocitos de sangre periférica como biomarcador de

la longitud-tamano del tel6mero

Existe la necesidad de medir la edad biolégica para poder distinguir entre
un envejecimiento saludable y normal, de un envejecimiento prematuro o
acelerado que podria ser factor de riesgo de multiples patologias, como pueden

ser las enfermedades relacionadas con la edad (41,87).

El acortamiento telomérico parece mostrarse como una medida de edad
biolégica y un potencial indicador predictivo de la esperanza de vida en
poblaciones humanas. La medicion de la longitud de los telémeros en células de
sangre periférica esta correlacionada con el acortamiento del telomero
experimentado en tejidos somaticos del mismo sujeto, lo que permitié su

consideracion como biomarcador de envejecimiento (72,88,89). La
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determinacion de los teldmeros en leucocitos de sangre periférica (peripheral
blood leukocytes, PBL) podria ser un potencial biomarcador con informacion

sobre el estado de los telomeros en tejidos menos accesibles (90,91).

El tipo de muestra més frecuente para la estimacion relativa de la longitud-
tamafo del telomero son los leucocitos de sangre periférica, ya que este tipo de
muestra puede tomarse repetidamente al paciente con un dafio minimo. De ahi
gue sea un biomarcador no invasivo para el individuo. Concretamente, en
enfermedades relacionadas con la edad, como pueden ser las enfermedades
cardiovasculares, algunos tipos de cancer, diabetes tipo Il y la demencia, la
disminucion del tamafio de los teldmeros en PBL se muestra correlacionada con

un mayor riesgo de dichas patologias (92-95).

3.9 Teldbmeros y artrosis, en condrocitos y en leucocitos de

sangre periférica

El acortamiento de los telomeros esta involucrado en la patogenia de las
enfermedades relacionadas con la edad, entre las cuales la osteoartritis es una
de las mas comunes (96). La erosion del telbmero y los indicadores de
senescencia celular aumentan con la edad en el cartilago articular y estos

cambios parecen amplificarse en el cartilago osteoartritico (97).

Los teldmeros se acortan 50-150 pb durante cada replicacion del ADN. La
telomerasa se encarga de sintetizar nuevas repeticiones teloméricas para
mantener el ADN telomérico (98). Sin embargo, la telomerasa no es activa en
muchas células somaticas, como los condrocitos. Por ello, la longitud de los
telomeros en condrocitos disminuye con la edad, lo cual también se ha
demostrado en cultivos celulares in vitro (99,100). El desgaste de los telémeros
en condrocitos con OA podria ser consecuencia del aumento de las divisiones
celulares o recambio y/o dafio en el ADN telomérico. Los condrocitos se
consideran esencialmente células que no se dividen, por lo que el acortamiento
telomérico en OA seria principalmente debido a dafio inducido en dichas
secuencias. Quizas la disminucion de los telomeros relacionada con la historia
replicativa deberia ser mas notable durante la produccién y maduracion del
cartilago y volverse menos significativa en el recambio celular posterior. Es

41



Introduccién

posible que los condrocitos con OA tengan una tasa de renovacion mas alta que
los sanos, para compensar la muerte celular apoptotica involucrada en esta
enfermedad degenerativa que progresa durante décadas. De hecho, en la OA
se observan clasicamente grupos de condrocitos posiblemente derivados de la
division celular mitética (101,102) y se ha observado cierta division celular en la

etapa posterior de la OA (103).

Al contrario que los condrocitos, los leucocitos, en general, presentan una
alta tasa de recambio, ya que la vida media de los granulocitos es de unos pocos
dias. Ello supone una elevada actividad mitética de las células madre
hematopoyéticas, lo cual deberia de traducirse en una tasa de acortamiento
telomérico mayor que la de los condrocitos, con la edad. Aunque estas células
madre poseen cierta actividad telomerasa, esta es insuficiente para prevenir el

acortamiento telomérico (97,98).

La longitud telomérica ha sido comparada en condrocitos humanos y en
leucocitos de sangre periférica. El estudio realizado por Tamayo et al. (98) no
encontr6 diferencias significativas entre la longitud del telébmero de PBL (p=0,12)
y de condrocitos (p=0,08) en pacientes con OA de rodilla y cadera, aunque la
longitud de los teldmeros en condrocitos era mayor que en leucocitos. Ademas,
tampoco se encontraron diferencias significativas cuando se comparé la longitud

media de los telomeros de PBL en pacientes con OA con los controles (p=0,11).

La comparacién de la longitud de los telémeros de leucocitos en pacientes
con OA respecto a controles sanos es controvertida. Xie et at. (104) establecié
diferencias significativas en la longitud de los telémeros de pacientes con OA
(p=0,014). También existen numerosos estudios que relacionan el tamafio de los
telomeros con la OA en regiones especificas. Por ejemplo, Zhai et al. (105),
encontré diferencias significativas en el tamafio de los telomeros de pacientes
con OA de mano (p=0,04), al igual que Poonpet et al. (48) y Mosquera et al. (10)
en pacientes con OA de rodilla, p=0,039 y p<0,001, respectivamente. También
McAlindon et al. (97) establecido una fuerte asociacion del tamafio de los
telomeros de leucocitos de pacientes con OA de mano incidente. Sin embargo,
un estudio no encontr¢ diferencias significativas de acortamiento telomérico en
pacientes con OA de rodilla (p=0,234) (47).
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Hay que destacar que todos estos estudios son estaticos, en un punto
temporal. Pero es importante tener en cuenta que el teldbmero es dindmico y la

cantidad de las secuencias teloméricas va decreciendo con el tiempo.

Actualmente, el diagnéstico de la artrosis se basa principalmente en
estudios radiograficos, que detectan estadios tardios de esta enfermedad. Una
mejor comprension de los mecanismos moleculares implicados en el inicio y la
progresion de la osteoartritis puede mostrar nuevas direcciones en el diagnostico
precoz y nuevos meétodos de tratamiento de esta patologia extremadamente
comun. La identificacion de nuevos biomarcadores tempranos para la
osteoartritis puede permitir ralentizar la progresion de la osteoartritis y ayudar a
predecir los resultados de la osteoartritis en pacientes especificos. La longitud
de los telémeros y el acortamiento de los telomeros en leucocitos y condrocitos
podrian convertirse en biomarcadores tempranos de la osteoartritis; sin
embargo, para sacar conclusiones fiables, es necesario realizar el analisis de
grupos mas grandes y homogéneos. Hasta ahora, la mayoria de los estudios de
telomeros se realizaron en pequefios grupos de pacientes, frecuentemente con
osteoartritis de rodilla o cadera. Se deben realizar mas estudios para comprender
mejor el efecto del acortamiento de los telémeros sobre el envejecimiento del

cartilago (96).

Por todo ello, el acortamiento telomérico conforme aumenta la edad tiene
gran atractivo e interés en los ultimos afios (39), ya que los telémeros podrian
servir como un marcador biolégico del envejecimiento y, por tanto, actuar como
diagnostico de muchas enfermedades relacionadas con la edad, con un alto

potencial pronéstico (43,65), como podria ser el caso de la artrosis.
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4.Haplogrupos del ADN mitocondrial

4.1 Generalidades de la mitocondria

La mitocondria es el organulo celular presente en todas las células
eucariotas, cuya funcién principal es la produccion de energia a través del
proceso de la fosforilacion oxidativa (OXPHOS, Oxidative phosphorylation) (106—
108).

Segun la teoria de endosimbiosis, la mitocondria surgi¢ hace 1,5 millones
de afos con la fusion de una a-proteobacteria capaz de obtener energia del
oxigeno (cadena respiratoria/fosforilacion oxidativa) con la célula eucariota
primitiva (106,109).

La cantidad de mitocondrias es proporcional a la demanda energética de
cada tejido. El volumen total de mitocondrias es de un 20-40% de volumen total
de la célula. Habitualmente su forma suele ser cilindrica alargada, con un

diametro en torno a 0,5-1um y una longitud de 10um (106).
La mitocondria esta formada por (figura 13) (106,110):

-La membrana mitocondrial externa (MME) es lisa, poco densa y
altamente permeable para moléculas de hasta 10 kDa gracias a las
porinas mitocondriales.

-La membrana mitocondrial interna (MMI) forma una especie de
pliegues, conocidos como crestas mitocondriales, donde se sitian los
complejos de la cadena de transporte electrénico (CTE). Esta membrana
permite el paso de dos tipos de moléculas: neutras de tamafio inferior a
150 Da (O2, CO2 y H20) e iones pequefios (H*, K*, Na*y CI).

- El espacio intermembrana se situa entre las dos membranas y es
importante en el proceso de produccion de ATP (adenosin trifosfato,
adenosine triphosphate), ya que es el lugar donde se acumula una gran
concentracion de protones.

- La matriz mitocondrial es el espacio limitado por la MMI y contiene una
gran cantidad de enzimas encargadas del metabolismo mitocondrial,
como las relacionadas con el ciclo de Krebs y la B-oxidacion de acidos

grasos. En esta zona, también se encuentra presente el ADN mitocondrial
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(ADNmt), los ribosomas y los diferentes componentes de la maquinaria

de replicacion y traduccion del material genético mitocondrial.

| ADN ” Ribosomas Matriz

Membrana Membrana
externa interna

_ Cresta _ Espacio
mitocondrial intermembrana

Figura 13. Estructura de la mitocondria. Modificado de (106).

Como hemos mencionado, la principal funcién de la mitocondria es la
produccién de energia a través de la fosforilacién oxidativa, cuyo mecanismo se
puede resumir en tres pasos. El primero se basa en el metabolismo oxidativo de
sustratos tales como la glucosa, los aminoacidos y los acidos grasos mediante
los procesos de glucdlisis, desaminacion oxidativa y [B-oxidacion,
respectivamente, para dar lugar a moléculas de acetil-CoA. El segundo paso es
la incorporacion de dos carbonos del acetil-CoA al ciclo de Krebs (ciclo del &cido
citrico o ciclo de los &cidos tricarboxilicos) para oxidarse y generar energia que
se libera en forma de guanosin trifosfato (GTP) y poder reductor (NADH y
FADH). En el dltimo paso, el poder reductor generado se utiliza para la sintesis
de ATP en la mitocondria a través de la OXPHOS. ElI ATP que se produce
durante este proceso representa cerca del 90% de la energia total obtenida
(106,111).
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El sistema OXPHOS esta compuesto por dos subunidades: CTE con los
complejos I-IV y la ATP sintasa o complejo V. Los complejos enzimaticos
situados en la CTE estan orientados de forma especifica en la MMI. El trasvase
de electrones en estos complejos, libera energia que es almacenada en forma
de gradiente de protones. Estos electrones proceden del metabolismo oxidativo
de los sustratos descritos anteriormente. La energia liberada por el movimiento
de los electrones en la CTE es utilizada para bombear protones fuera de la matriz
mitocondrial. La energia potencialmente almacenada se utiliza para activar el
complejo V (ATP sintasa) que se encarga de formar ATP a partir de ADP
(adenosin difosfato) méas Pi (fosfato inorganico). EI ATP generado se transporta
al citosol mediante un transportador de nucleétidos de adenina, que retorna ADP
del citosol (112).

El sistema OXPHOS se regula tanto por el ADN nuclear como por el ADN
mitocondrial, siendo el genoma nuclear el que codifica la mayoria de

subunidades de los distintos complejos (112).

Por otro lado, la fosforilacion oxidativa es una de las principales fuentes
de generacidn de especies reactivas de oxigeno y nitrégeno. Se estima que un
2-3% del oxigeno molecular consumido durante el proceso de OXPHOS sufre
una reduccién incompleta dando lugar a la especie reactiva anién superéxido
(O2) en lugar de agua (113). La produccion de ROS se contrarresta con un
sistema de defensa antioxidante con enzimas tales como la superéxido
dismutasa (SOD), catalasa y glutatién peroxidasa (GPx). La SOD convierte el Oz
en H202, mientras que la catalasa y la GPx convierten el H202 en H20. El
equilibrio entre la produccion de ROS y las defensas antioxidantes determina el
grado de estrés oxidativo. Las consecuencias celulares y moleculares del estrés
oxidativo incluyen la apoptosis y el dafio en el ADN y las membranas, es decir,
en procesos relacionados con el envejecimiento (106,112).

Los condrocitos obtienen entre un 10-25% de la energia mediante el
proceso de OXPHOS. A pesar de no ser el principal proceso de obtencion de
energia, la mitocondria puede tener un papel relevante en la aparicion y/o
progresion de la OA (106).
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4.2 Genoma mitocondrial

La mitocondria tiene su propio material genético, el ADNmt, molécula
circular de doble cadena de 16569 pares de bases (pb) que codifica 22 ARNt
(ARN transferente), 2 ARNr (ARN ribosémicos) y 13 proteinas de la cadena de
transporte electronico. Dentro de estas ultimas, encontramos 7 proteinas del
complejo | (NADH deshidrogenasa): ND1, ND2, ND3, ND4, ND4L, ND5 y ND6;
1 proteina del complejo Il (citocromo b oxido-reductasa, Cyt b); 3 proteinas del
complejo IV (citrocromo C oxidasa): COIl, COll'y COIll; y 2 proteinas del complejo
V (ATP sintetasa): ATPasa 6 y ATPasa 8 (figura 14) (106,114-116).

Las mitocondrias son heredadas de la célula germinal femenina en

D IDOP
A/N:

humanos (116).

goW

L(CUN)
ADNmt humano . i S{AGY)
—H

16.569 pb

Figura 14. Representacion esquematica del genoma mitocondrial humano. Extraido de
(112).
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El ADNmt tiene una zona no codificante conocida como regién D-loop
(displacemente-loop) o regidn control, cuya funcidn es regular la replicacion y
transcripcion del ADNmt pues en ella encontramos el origen de replicacion y
regiones promotoras de la transcripcion. Esta zona tiene una tasa de mutacion
10 veces superior que el resto del genoma mitocondrial (106). De igual forma,
las mutaciones son mas frecuentes en el ADNmt que el ADN nuclear debido a
su proximidad a la fuente principal de produccién de ROS y especies reactivas
de nitrogeno, la falta de un sistema de reparacion eficiente y la alta tasa de
replicacion del ADN (115). Cada mitocondria suele contener varias copias de
ADNmt en la matriz, estimdndose unas 2-10 copias en funcion del tipo celular y
las necesidades energeéticas del tejido (106).

4.3 Generalidades y origen de Ilos haplogrupos

mitocondriales.

Los haplogrupos de ADNmt son un conjunto asociado de polimorfismos
de un solo nucledtido (SNP) (tabla 4) (106). Estas mutaciones fueron adquiridas
a lo largo de la historia evolutiva y modeladas por el ambiente (18). Su origen se
remonta a 200.000 afios en Africa con un ancestro comdn conocido como Eva
mitocondrial, cuyos descendientes (raza humana) migraron al resto de territorios
continentales, suponiendo la generacion de nuevas mutaciones que han dado
lugar a los haplogrupos mitocondriales, los cuales tienen tendencia a estar
asociados geograficamente con una region o zona concreta (figura 15)
(106,116,117).
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Tabla 4. Sitios polimorficos del ADNmt utilizados para asignar los principales
haplogrupos mitocondriales europeos (118).

Sitios Polimorficos
Haplogrupo
7025 14766 10394 4577 12308 4216
H C C A G A T
\% T C A A A T
K T T G G G T
U T T A G G T
T T T A G A C
J T T G G A C

El arbol filogenético tiene tres ramas principales (116):

- Los haplogrupos mitocondriales africanos se distribuyen en siete
familias: LO, L1, L2, L3, L4, L5 y L6. La familia L3 se subdividié6 hace
85.000 afios en M, Ny R.

- Los haplogrupos mitocondriales asiaticos aparecieron hace 60.000
afios a partir de los subtipos M, N y R, los cuales originaron los subtipos
americanos.

- Los haplogrupos mitocondriales europeos aparecieron hace 45.000
afos a partir de los subtipos N y R. Los haplogrupos principales son H,
HV,U, T,J,W, Xel.
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Figuras 15. Mapa distributivo de los principales haplogrupos mitocondriales (116).

Cada uno de los haplogrupos influye en el comportamiento de las
mitocondrias e interactian con el genoma nuclear. Algunas de estas variantes
genéticas se han relacionado con enfermedades degenerativas y metabdlicas e
incluso se ha asociado con el aumento de la longevidad en humanos (18).

4.4 Importancia de los grupos mitocondriales en la artrosis

La mitocondria y su genoma parecen tener un papel clave en el proceso
de la artrosis. Numerosos estudios han descrito la utilidad de los haplogrupos del

ADNmMt como biomarcadores de diagndstico y pronostico de la OA (119,120).

Los portadores del haplogrupo mitocondrial J muestran un menor riesgo
de padecer artrosis de rodilla y, en caso de sufrir la enfermedad, la gravedad de
la misma suele ser menor (119). El efecto protector de este haplogrupo se
extiende también a pacientes con artrosis de cadera (121) y con afectacion en
ambas articulaciones (rodilla y cadera) (18,106). También se ha constatado en
una cohorte espafiola, que el cluster (agrupacion de haplogrupos de ADNmt) JT
presenta una progresion radiolégica mas lenta, mientras que el haplogrupo H

50



Introduccién

tiene mayor riesgo de someterse a una operacion de reemplazo articular (122).
Otro estudio de una cohorte americana de la Osteoarthritis Initiative (OAl)
establecid que los pacientes con el haplogrupo T tenian una tasa de progresion

menor tanto a nivel radiolégico como clinico (18,122,123).

Los distintos haplogrupos mitocondriales pueden modular el metabolismo
mitocondrial; es decir, el nivel de funcionamiento del complejo OXPHOS varia
entre los haplogrupos. Hay ciertos haplogrupos, como es el caso del haplogrupo
J, que parecen tener un mejor consumo de oxigeno, lo que se traduce en un
menor dafio oxidativo. Un estudio demostro que los portadores del haplogrupo J
presentaban un menor acortamiento de los telémeros y produccion de NO en
condrocitos articulares. Esto pone de manifiesto la estrecha relacién de la accién
oxidante de ROS y las especies reactivas de nitrégeno, el envejecimiento celular
y el acortamiento del telémero (106,123). Ademas, otros estudios han descrito la
utilidad de los haplogrupos del ADNmt como biomarcadores de incidencia y
prondstico de la OA (18,119,122); de ahi la importancia de poder establecer una
posible relacion entre el haplogrupo de ADN mitocondrial y la pérdida de las

secuencias teloméricas en la incidencia de la OA de rodilla.
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Objetivos

Objetivo 1. Evaluar la dinamica de pérdida de las secuencias
teloméricas en muestras de leucocitos de sangre periférica, con el fin

de predecir la prevalencia y laincidencia de OA en rodilla.

- ¢ Es diferente el nivel de pérdida de secuencias teldméricas de
leucocitos en individuos que ya padecen OA de rodilla
(prevalencia) y en los que desarrollan OA de rodilla durante los 72

meses (incidencia)?

- ¢ Es la pérdida de las secuencias teloméricas un factor de riesgo
independiente asociado a la prevalencia y/o incidencia de OA de

rodilla?

- ¢Hay otros factores, a parte de la pérdida de las secuencias
teloméricas, que afectan al desarrollo y/o aparicibn de OA de

rodilla?

Objetivo 2. Evaluar la relacion del haplogrupo de ADN mitocondrial y
la dinamica de pérdida de las secuencias teloméricas como

biomarcadores de la incidencia de la OA en rodilla.

- ¢Es el porcentaje de pérdida de las secuencias teloméricas de
leucocitos diferente entre individuos no incidentes (sanos) e

incidentes de OA de rodilla?

- ¢Es distinta la pérdida de las secuencias teloméricas de
leucocitos de sangre periférica en individuos con cliuster de ADNmt
HVyJT?

- ¢La pérdida de las secuencias teloméricas y el clister de ADNmt
son factores de riesgo independientes en la incidencia de OA de

rodilla? ¢Hay otros factores involucrados?
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1. Individuos de estudio y obtencion de muestras

Individuos y muestras del objetivo 1. Evaluar la dindmica de pérdida de
secuencias teloméricas en muestras de leucocitos de sangre periférica,

con el fin de predecir la prevalenciay la incidencia de OA en rodilla.

Los individuos de este estudio pertenecen al consorcio Osteoarthritis
Initiative (OAl). La OAI es un estudio de cohorte multicéntrico con 4.796 adultos
con o en riesgo de OA sintomética de rodilla. Esté realizada por cuatro centros
clinicos (Memorial Hospital de Rhode Island, Ohio State University, University of
Maryland y Johns Hopkins University, y University of Pittsburgh) que reclutaron
participantes entre febrero de 2004 y mayo de 2006 (124).

Para el estudio de la dindmica de pérdida de las secuencias teloméricas
tras 72 meses, se ha podido contar con 281 individuos de ascendencia caucésica
(129 hombres y 152 mujeres) que presentaban disponibilidad de radiografias en
el momento de reclutamiento y tras 72 meses. El rango de edad de la poblacion
fue de 45-78 anos (mediatSD= 58,48+7,27 afios) y se desglosaron en tres

subcohortes:

- Prevalentes: esta formada por sujetos que presentan, en el momento del
reclutamiento, un grado radioldgico Kellgren/Lawrence (K/L) mayor o igual
a 2, y lo mantienen durante los 72 meses de seguimiento (n=144,
mediatzSD= 59,44+7,04 afos; rango de edad: 45-78; mujeres: 45,83% y
hombres: 54,17%) (tabla 5).

- Incidentes: estd compuesta por individuos que no presentan la
enfermedad en el momento del reclutamiento, pero que tras los 72 meses
de seguimiento desarrollan la OA de rodilla, evidenciada mediante
radiologia (n=39; mediatSD= 59,03+6,97 afios; rango de edad: 48-72;
mujeres: 66,67% y hombres: 33,33%) (tabla 5).

- No incidentes (sanos): esta formada por sujetos radiologicamente sanos

en el momento del reclutamiento y tras los 72 meses de seguimiento
(n=98; mediatSD= 56,85+7,52 afios; rango de edad: 45-77; mujeres:
61,22% y hombres: 38,78%) (tabla 5).

De cada sujeto se dispuso de informacién detallada de la visita basal,

momento del reclutamiento, y del seguimiento a los 72 meses. Entre esa
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informacion, se encuentran diferentes parametros demograficos (edad,
geénero...), clinicos (IMC, presion sistélica y diastolica, maximo grado K/L basal,
maximo grado K/L 72 meses, cuestionario WOMAC...) y estudios de imagen

(radiologia y resonancia magnética) del propio individuo.

Por cada individuo se obtuvieron dos muestras de sangre periférica: a

tiempo basal y a 72 meses de seguimiento.

Tabla 5. Datos cohortes OAL.

No incidentes Incidentes Prevalentes Total
(n=98) (n=39) (n=144) (n=281)
Edad
(media=SD) 56,85+7,52 59,03+6,97 59,44+7,04 58,48+7,27

Género Muijeres 60 (61,22)  26(66,67) 66 (45,83) 152 (54,09)
(n (%)) Hombres 38 (38,78) 13(33,33) 78 (54,17) 129 (45,91)

Individuos y muestras del objetivo 2. Evaluar larelacién del haplogrupo de
ADN mitocondrial y la dinamica de pérdida de las secuencias teloméricas

como biomarcadores de laincidencia de la OA en rodilla.

Para el estudio de la relacion del haplogrupo de ADN mitocondrial y la
dindmica de pérdida de las secuencias teloméricas tras 72 meses, se
seleccionaron los individuos cuyo haplogrupo de ADN mitocondrial fuese cluster
HV o JT (n=268; media= 58,60 afios; rango de edad: 45-78). No se incluyeron
en los analisis estadisticos el resto de haplogrupos de ADN mitocondrial (KU u
otros), ya que su tamafio muestral era muy pequeiio (n=13 entre ambos

haplogrupos).

De los 268 individuos con haplogrupo JT o HV, se escogieron los sujetos
pertenecientes a la subcohorte de controles sanos y de incidencia (n=125;
media= 57,58 afios; rango de edad: 45-77) para el estudio de la incidencia de la
OA de rodilla.
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2. Medida de la longitud relativa media de las secuencias

teloméricas por PCR cuantitativa

La cuantificacion de ADN telomérico mediante PCR se supuso imposible
durante mucho tiempo debido a la naturaleza repetitiva de su secuencia que
complicaria la medicion al no ser un solo amplicén y por el problema de
formacion de dimeros entre cebadores. Para evitarlo, Cawthon en 2002 propuso
una cuantificacion simple y r4pida del ADN telomérico mediante qPCR, que
consisti6 en un ensayo basado en la deteccién de la fluorescencia de los
amplicones de telomero, utilizando para ello un par de cebadores con la
secuencia telomérica modificada (figura 16; tabla 6) (125). Estos cambios de
bases en la secuencia telomérica de los cebadores permiten reducir

drasticamente la formacién de dimeros entre ellos.

‘s, Cebador dir

GGGTGAGGGTGAGGGTGAGGE

3 AATCCCAATCCCAATCCCAATCCCAATCCCAATCCCAATCCCAATCCCRATCCCAATCCCAATCCCAATCCCAATCCCAATCCCRATCCE 57
<« Centromero Telomero »
5 'TTAG(}’I-'IT.J.'LS'FL'S?T.‘-.’.Ei;'.}T?A‘;;(}LZ-'I TAGGGTTAGGET TAGGGTTAGGGT TAGGGTTAGGGT TAGGGTTAGGGT TAGGGTTAGGGTTAGGE 3/

PV CEVEE EEE Teeer 11l 1
EIAYCCC‘A1CTTT47SC;WATC;C.A CCCTATCaAp
LC0AM

v~y 8

Cebador indirecto

Figura 16. Hibridacién de los cebadores directo (forward) e indirecto (reverse) del
telomero en el ADN telomérico. El cebador directo del telémero, se une a la secuencia
telomérica que va en direccién 3°-5’. El cebador indirecto del telémero, se une a la

secuencia telomérica que va en direccion 5°-3'. Modificado (125).
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Tabla 6. Secuencia de los cebadores del telémero y gen 36B4.

Cebador de telomero directo (forward):

5-CGGTTTGTTTGGGTTTGGGTTTGGGTTTGGGTTTGGGTT-3’

Cebador de telomero indirecto (reverse):

5-GGCTTGCCTTACCCTTACCCTTACCCTTACCCTTACCCT-3’

Cebador de 36B4 directo (forward):

5’-CAGCAAGTGGGAAGGTGTAATCC-3

Cebador de 36B4 indirecto (reverse):

5-CCCATTCTATCATCAACGGGTACAA-3’

La estrategia para cuantificar teldmeros de forma relativa por PCR
cuantitativa se basa en medir, para cada muestra de ADN telomérico, el factor
por el cual la muestra diferia de una muestra de ADN de referencia de copia
Unica (en nuestro caso 36B4 que codifica para una fosfoproteina ribosémica
acida), relacionando el numero de copias de los telomeros con el nimero de
copias del ADN de referencia (126). A esta ratio se la denomina Ratio T/S (T de

telomero en inglés telomere; y S de gen de copia Unica, en inglés single gene).

En la figura 17, se muestra el procedimiento global de la medida de la

longitud relativa del telbmero en muestras de sangre periférica mediante qPCR.
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Muestras de sangre - Muestras de ADN
periférica Extraccion del ADN

Cuantificacion del
material genético

| ——
Cuantificacion de las secuencias teloméricas

Figura 17. Protocolo a seguir para la cuantificacion de las secuencias teloméricas en

muestras de sangre.

ElI ADN de los leucocitos de sangre periférica se extrajo usando el sistema
automatizado QIAcube (Qiagen, Alemania) utilizando los reactivos QlAamp DNA
blood Mini Kit (Qiagen, Alemania). Para la extraccién de ADN, se colocaron 200
ul de sangre en los tubos de muestras para cada visita (basal y 72 meses) de
cada individuo. Seguidamente estos tubos se incorporaron en la bandeja de
muestras del QIAcube. A continuacién, en los adaptadores de la centrifuga, se
fueron ubicando los tubos de elucion rotulados y las columnas para cada
muestra. También se colocaron los reactivos (proteinasa K, solucién de lisis,
tampon AW1y AW2, etanol y solucion de elucidn) en sus respectivas posiciones
dentro del aparato y se comprobo el abastecimiento de las puntas. Se escogio
un volumen final de elucién de 100 pl. El programa de extraccion de ADN duro

alrededor de 45-50 minutos.

Tras la extraccion del material genético de todas las muestras, el ADN fue
cuantificado con el espectrofotometro NanoDrop (NanoDrop Technologies,
Wilmington, Delaware, USA). Para llevar a cabo este proceso, primeramente, se
selecciond la opcion de ADN en el programa informatico del instrumento. A
continuacion, se puso 1 pl de agua bidestilada sobre el pedestal del NanoDrop
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para hacer el blanco y seguidamente se seco el agua con un pafiuelo libre de
pelusas. Tras ello, se puso 1 pl de la muestra problema sobre el pedestal del
NanoDrop y se hizo la medida, que se recogi6 en el software del aparato

La técnica de gPCR se llevé a cabo en un termociclador a tiempo real
LightCycler (LightCycler 480, Roche Diagnostics, Laval, Quebec, Canada) en
placas de 96 pocillos. Las muestras de ADN basales y tras 72 meses de un
mismo individuo fueron procesadas simultaneamente en la misma placa de PCR
para evitar una posible variabilidad inter-ensayo. Ademas, las muestras fueron
amplificadas por duplicado para el gen de referencia y por cuadruplicado para
las secuencias teloméricas. Destacar también que todas las muestras de ADN
fueron procesadas sin conocer el estado de los individuos del estudio.

Para preparar la master mix (MM) de la qPCR, se tuvo en cuenta que, en
cada pocillo de la placa de 96, tenia que haber 10 ul del kit SYBR Green
(LightCycler® 480 Sybr Green | Master, Roche Diagnostics), 2 pl de cebadores
de telémero o de 36B4 a 5 uM (Invitrogen, Thermo Fisher Scientific, USA; tabla
6) y 7 ul de H20. Ademas, a la hora de hacer la MM, se tuvo presente el uso de
un NTC (non-template control; control sin ADN), el cual nos informa de posibles
contaminaciones o dimeros de cebadores; y la utilizacion de un ADN referencia,
para ver si habia o no variabilidad entre las placas analizadas. Se estableci6 que
cuando el coeficiente de variaciéon (CV) fuera superior a 5, la placa seria
descartada. Finalmente, a cada pocillo se le afiadié 1 pl de ADN a 10 ng (menos

al NTC) y, por tanto, en cada pocillo habria un total de 20 pl.

Las condiciones de gPCR fueron las utilizadas en el ensayo de Tamayo
et al. (47), aunque con alguna modificacion. Estas se muestran descritas en la
tabla 7.

60



Materiales y métodos

Tabla 7. Condiciones de la gPCR.

Paso Descripcién Temperatura (°C) Tiempo N°de ciclos
1 Desnaturalizacion 95 15 1
inicial

Desnaturalizacion 95 30”

2 Hibridacién 55 1 40
Elongacion 72 10”
95 5”

3 Curvas de melting 65 1 1

95 Rampa 0,11
4 Extension final 37 15” 1

La especificidad de todas las reacciones se determin6 mediante el analisis
de las curvas de melting, cuyas condiciones se pueden observar en el paso 3 de
la tabla 7.

La técnica de gPCR fue optimizada mediante la realizacion de curvas
estandar usando diluciones seriadas de un ADN de referencia. El coeficiente de
correlacion lineal (R?) de las rectas de calibrado fue mayor de 0,99 para las

curvas del telomero y 36B4. La eficiencia de la amplificacion se calcul6 a partir

-1
de la pendiente de la curva lineal, mediante la formula: Eficiencia = 10Pendiente,
En nuestro caso, la eficiencia de la gPCR fue de 1,9 tanto para el set de
cebadores de telomero como para los cebadores de 36B4.

El Ratio T/S se calculd empleando el valor de eficiencia obtenida y
teniendo en cuenta el ciclo de cuantificacion (Ct o Cqg) que es el punto de la
reaccion en el que se ha acumulado un nimero de amplicones suficientes para

ser detectada la fluorescencia en cada muestra:

Rati T  (Eficiencia=¢aTe")
atio— =
S (Eficiencia—Ca3684)
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Ademas, para conocer la pérdida de las secuencias teloméricas, se
establecio el porcentaje medio de pérdida de las secuencias teloméricas tras 72
meses con respecto las secuencias teloméricas basales en el momento de
reclutamiento (porcentaje relativo medio de pérdida de las secuencias

teloméricas):

Porcentaje relativo medio de pérdida de las secuencias teloméricas (%) =

(Ratio g basal — Ratio g 72meses)
x100

Ratio gbasal

3. Determinacion de los haplogrupos de ADN mitocondrial

Con la metodologia descrita por Rego et al. (118) en 2008, se pueden
genotipar los haplogrupos de ADN mitocondrial mas comunes de Europa (H, V,
K, U, T y J). Esta metodologia combina la técnica PCR-RFLP con el método de
la extensidén de una sola base (SBE del inglés single-base extension). La técnica
SBE se basa en la hibridacion de un Gnico cebador a la secuencia de ADNmt, la
cual funciona como molde y presenta el SNP que se esta buscando. El cebador
empleado tiene en su extremo final 3’ una base inmediatamente préxima al sitio

polimorfico del molde.

Cuando la base complementaria es incorporada por la Taq polimerasa de
ADN, la elongacion se paraliza, ya que solo se usan didesoxinucleétidos
(ddNTPs). Dependiendo de la fluorescencia emitida, se podra identificar la base
especifica del SNP.

Previamente a la SBE se realiz6 la amplificacién de las regiones del
ADNmt donde se encuentran los SNPs a caracterizar. Los cebadores fueron
disefiados especificamente para amplificar, en una reaccion multiple, los
fragmentos de ADNmt que contiene los SNPs que definen los principales
haplogrupos mitocondriales europeos (H, V, K, U, T y J). En la tabla 4, vista con
anterioridad, se muestran los sitios polimorficos examinados: 7025, 14766,
10394, 4577,12308y 4216. Ademas, se disefiaron 6 cebadores especificos para

la SBE con el fin de examinar cada sitio polimorfico.
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Tabla 4. Sitios polimorficos del ADNmt utilizados para asignar los principales
haplogrupos mitocondriales europeos (118).

Sitios Polimorficos
Haplogrupo
7025 14766 10394 4577 12308 4216
H C C A G A T
\% T C A A A T
K T T G G G T
U T T A G G T
T T T A G A C
J T T G G A C

A la hora de disefiar los cebadores para la SBE, Rego et al. (118) tuvieron

en cuenta varias consideraciones:

- La longitud minima de cada cebador debe ser de 20 nucledtidos.

- Cada cebador debe tener una Tm (temperatura de melting) de
aproximadamente 60°C.

- La diferencia minima de longitud entre los 6 cebadores debe ser de 6
nucledtidos para evitar solapamientos. Ahora bien, si los cebadores
tuvieran la misma longitud no se podria distinguir qué SNP se corresponde
a cada uno de ellos. Por ello, se afiadieron nucle6tidos inespecificos al

extremo final 5’ del cebador para aumentar su longitud.

A continuacion, se muestran las secuencias de los cebadores para la
PCR-RFLP y SBE (tabla 8).
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Tabla 8. Secuencias de los cebadores utilizados para la PCR Multiplex, PCR-RFLP y

reaccion de SBE (Rego, 2008). R: reverse (cebador indirecto); F: forward (cebador
directo) (118).
Sitio Cebador parala PCR s Cebador parala SBE -
polimorfico (5-3") Posicion SNP (5-3") Posicion
CTGACTGGCATTGTATT
AGCA Poeer ACACGACACGTACTACG
o GTATACGGGTTCTTCGA et TTGTAGC e
TG 7433R
GAGAAGGCTTAGAAGA 14601F
AAACCCCAC cgatcATGAGTGGTTAATT
14766 T147766C | AATTTTATTAGGGGGTT 14798R
GTGGGCGATTGATGAA A
AAGGC 14950R
GGCCTATGAGTGACTAC 10364F
ataTATGAGTGACTACAA
10394 T CCTAGAAGTAGA AL0398G | A A CGATTAGAGTGA 10368F
TGGT 10526R
gg'lT'?CCACTCACCCTAG 4185F
(at);TTTTTTACCTGAGTA
4577 GA580A | CCCCTAGAAATAAAGAT 4548F
TAGGAATGCGGTAGTA 5120R
GTTAG
CAACCCCGACATCATTA
ccecet e (tacg)saCCATTGGTCTTA
acg)sa
12308 OO TTAACOAGEETEG A12308G | oo lCCAn 1228F
TAAGG 12413R
ggl_IA_\CCACTCACCCTAG 4184F
cgCCACTCACCCTAGCA
4216 T4216C S ACTTATATCA 4189F
GCGAGCTTAGCGCTGT .
GATGAG
CTTTGGCTTCGAAGCCG
ceaoe 9902F
10032 A10029G
TATTCCTAGAAGTGAGA
TGGT 10526R
ATGCCTCAGGATACTCC
TCAATAGCCATC 14430F
14465 T14470C
CCGTGCGAGAATAATGA
TGTATGC 14686R
TAGCCCACTTCTTACCA
CAAGGE 8900F
8994 G8994A
%GTGAAAACGTAGGCT 9172R
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La realizaciéon de la master mix de la PCR multiplex consistio en una
solucién tampdn de la reaccion al 1X (Bioline, London, UK), 0,2 Mm de cada
dNTP (Bioline), 1,5 mM MgClz (Bioline), 0,025 unidades/pl de ADN polimerasa
BioTaqg (Bioline), y 0,3 uM de cada cebador. Posteriormente, se afiadié el ADN

genomico extraido de las muestras de sangre periférica a una cantidad de 75 ng.

Las condiciones de PCR multiplex se describen en la tabla 9.

Tabla 9. Condiciones de la PCR multiplex (118).

Paso Descripcion Temperatura (°C) Tiempo N° de ciclos
1 Calentamiento 94 5 1
inicial
Desnaturalizacion 95 1
2 Hibridacién 55 1 35
Elongacién 72 1
3 Extension final 37 10 1

Para eliminar los cebadores y los dNTPs no incorporados en la reaccion,
los productos de la PCR multiplex se trataron con ExoSAP-IT (Amersham,
London, UK). Para ello, se siguieron las recomendaciones del fabricante: 2 ul de
la enzima por cada 5 ul de producto de PCR, seguido de una desactivacion a

80°C durante 15 minutos. Las muestras se mantuvieron en hielo.

A continuacion, las reacciones de SBE multiplex se desarrollaron segun
las recomendaciones de Applied Biosystems (Foster City, CA), pero con algunas
modificaciones. En un volumen final de 10 pul, se afiadieron 1,5 pl de la mix de
SNaPshot® Multiplex Ready Reaction (SNaPshot Multiplex kit, Applied
Biosystems), 2,5 pl del producto de PCR purificado y una concentracion final de
0,2 UM de la mezcla de cebadores para SBE.

Las condiciones para SBE se presentan en la tabla 10.
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Tabla 10. Condiciones de la SBE (118).

Paso Descripcion Temperatura (°C) Tiempo N° de ciclos
1 Calentamiento inicial 96 1 1
Desnaturalizacion 96 10”
2 Hibridacién 60 5” 25
Elongacion 60 30”7

Para eliminar los ddNTPs no incorporados, los productos de la reaccion
de SBE se trataron con fosfatasa alcalina de camarén (Amersham) segun las
indicaciones del fabricante. Se afiadié a la mezcla 1 pl de enzima, 2 pl de la
solucion tampon de la reaccion, y 7 ul de agua destilada, seguido de una
activacion de la enzima a 37°C durante una hora y una desactivacion incubando

a 75°C durante 15 minutos. Las muestras se mantuvieron en hielo.

Por ultimo, se mezclaron 9 pl de Formamida Hi-Di™ (Applied Biosystems),
0,5 pl de un marcador de tamafio conocido (GeneScan-120 LIZ size standard de
Applied Biosystems) y 0,5 ul de producto de SBE purificado. La mezcla se
desnaturalizé a 95°C durante 5 minutos, y posteriormente se depositdé en un
analizador genético ABI Prism 3100 (Applied Biosystems). El sistema de
configuracion se basa en un capilar de 36 centimetros de longitud relleno de un
polimero optimizado que contiene urea (de Applied Biosystems). El médulo de
ejecucion del SBE por defecto consistio en un tiempo de inyeccion de 22
segundos, 16 minutos de tiempo de ejecucion y un voltaje de 15 kv.

Los datos se analizaron en un programa informatico Gene Mapper v3.5
(Applied Biosystems), que es capaz de designar los diferentes alelos (SNPs) en
cada locus de acuerdo con unas secuencias de referencia y que abarca todas

las variantes alélicas para cada locus (Tabla 8).

Los haplogrupos menos comunes (W, | y X) se asignaron por medio de
analisis de PCR-RFLP de acuerdo con un esquema jerarquico recomendado

para identificar los principales haplogrupos de ADNmt (figura 18).
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$

Método *
l SBE

| Identificados por SBE | | No identificados por SBE |

A 4 A 4
Haplogrupos de ADN Posicion 10398 en
mitocondrial: H, U, V, K, Jy T. r el método SBE 1
¥ A 4
| PCR-RFLP 14465Accl | | PCR-RFLP 10032Alul |
A 4 ¥ A 4
¥ A 4 ¥
PCR-RFLP 8994Haelll | | Haplogrupo X | | Haplogrupo | |
¥
A 4
‘ Haplogrupo W ‘

Figura 18. Esquema jerarquico recomendado para identificar los haplogrupos de
ADN mitocondrial. Extraido y modificado de (118).

4. Analisis estadistico de los resultados

Los datos fueron analizados mediante el paquete estadistico SPSS 20
(Chicago, Llinois, USA). El test de Kolmogorov-Smirnov se utilizd para
determinar la normalidad de la distribucién de los datos. La homogeneidad se
analizé mediante las pruebas no paramétricas U de Mann-Whitney y Kruskal-
Wallis para la comparacion entre grupos, ya que son analisis mas restrictivos.
Las correlaciones fueron estudiadas con la R de Spearman. Ademas, se
emplearon analisis multivariables mediante regresiones logisticas para
establecer posibles relaciones causales de los habituales parametros de salud
que estan asociados a los factores de riesgo de esta enfermedad con los
posibles biomarcadores estudiados en este estudio, porcentaje relativo medio de
pérdida de las secuencias teloméricas y los haplogrupos de ADN mitocondrial,
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en la incidencia y prevalencia de la artrosis de rodilla. Los odds ratio (OR) y sus
intervalos de confianza (IC) al 95% son presentados en el apartado de
resultados. Los valores de P inferiores a 0,05 son considerados estadisticamente
significativos.
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Resultados

Resultados del objetivo 1. Evaluar ladindmica de pérdida de las secuencias

teloméricas en muestras de leucocitos de sangre periférica, con el fin de

predecir la prevalencia y la incidencia de OA en rodilla.

1. Caracteristicas de las diferentes cohortes: No incidente,

incidente y prevalente

Como se puede ver en la tabla 11, las principales caracteristicas de las
cohortes que se han estudiado son el IMC, la hipertension, el maximo KL basal,
el porcentaje de pérdida de las secuencias teloméricas y el WOMAC (tabla 11).
En la cohorte no incidente (n=98), el IMC medio fue de 25,00 Kg/m?, el porcentaje
de personas hipertensas fue de 19,39%, el porcentaje relativo medio de pérdida
de las secuencias teloméricas fue de 27,70% y la media del cuestionario
WOMAC fue de 0,95. El porcentaje de individuos en KL=0 fue de 70,4%, mientras
gue de KL=1 fue de 29,59%. Por otro lado, en la cohorte incidente (n=39), el IMC
medio fue de 29.66 Kg/m?, el porcentaje de personas hipertensas fue de 23,08%,
el porcentaje relativo medio de pérdida de las secuencias teloméricas fue de
38,51% y la media del cuestionario WOMAC fue de 3,52. El porcentaje de
individuos en KL=0 fue de 28,21%, mientras que de KL=1 fue de 71,21%.
Finalmente, en la cohorte prevalente (n=144), el IMC medio fue de 29,05 Kg/m?,
el porcentaje de personas hipertensas fue de 31,25%, el porcentaje relativo
medio de pérdida de las secuencias teloméricas fue de 34,37% y la media del
cuestionario WOMAC fue de 9,94. El porcentaje de individuos en KL=2 fue de
54,17%, mientras que en KL=3 fue de 33,33% y KL=4 fue de 12,50%.

70




Tabla 11. Caracteristicas de las diferentes cohortes.

Resultados

No incidentes Incidentes Prevalentes Total
(n=98) (N=39) (N=144) (N=281)
IMC
(media+SD) 25,00+3,54 29,66%4,28 29,05+4,35 27,72+4,53
Hipertension Yes 19 (19,39) 9 (23,08) 45 (31,25) 73 (25,98)
(n (%)) No 79 (80,61) 30(76,92)  99(68,75) 208 (74,02)
0 69 (70,41) 11 (28,21) 0 (0,00) 80 (28,48)
1 29 (29,59) 28 (71,79) 0 (0,00) 57 (20,28)
Maimo KL 2 0 (0,00 0 (0,00 78 (54,17 78 (2776
basal (n (%)) (0,00) (0,00 (54,17) (27,76)
3 0 (0,00) 0 (0,00) 48 (33,33) 48 (17,07)
4 0 (0,00) 0 (0,00) 18 (12,50) 18 (6,41)
% relativo de
pérdida de la
secuencias 27,70+13,25 38,51+9,33 34,37+11,61 32,62+12,50
teloméricas
(media+SD)
WOMAC 0,95+2,29 3,52+3,41 9,94+5,99 3,86+5,19
(media+SD) e e T R

2. Estudio de la prevalencia en OA de rodilla radiografica

Los individuos con presencia de OA de rodilla (prevalencia) en el
momento del reclutamiento (maximo KL=2; n=144) mostraron un porcentaje
relativo medio de pérdida de las secuencias teloméricas en leucocitos
significativamente mas alto después de 6 afios que aquellos sin OA de rodilla
radiogréafica al inicio del estudio (maximo KL<2; n=137; mediana: 35,05 vs 30,44;
p=0,018) (Tabla 12A).

El porcentaje relativo medio de pérdida de las teloméricas en leucocitos
fue mayor en los hombres que en las mujeres, siendo cercana a la significacion
estadistica (p=0,094). Por otro lado, no se observaron diferencias significativas

entre individuos con o sin hipertension (p=0,318) (Tabla 12A).

En relacion a las correlaciones, se encontrd una correlacion positiva entre
el porcentaje relativo medio de pérdida de las secuencias teloméricas en PBL y

el IMC (p=0,010) (Tabla 12B). Sin embargo, la correlacion entre la edad y el
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deterioro de los teldmeros en PBL estuvo cerca del limite de significancia
estadistica (p=0.091) (Tabla 12B).

Tabla 12. Evaluacion del porcentaje relativo medio de pérdida de las secuencias
teloméricas en leucocitos de sangre periférica de individuos de la cohorte OAI. (A)
Comparaciones mediante la prueba U de Mann-Whitney. (B) Andlisis de correlaciones.

N  Media 95% ClI Mediana p-valor

Hombre 129 33,98 31,68-36,29 35,76
Género 0,094
Mujer 152 31,47 29,58-33,35 31,82

*)

NO 208 32,21 30,54-33,89 32,10

Hipertension 0,318
S| 73 33,78 30,72-36,85 35,24
e KL<2 137 30,78 28,55-33,00 30,44 Sots
basal KL>2 144 34,37 32,46-36,29 35,05 ’
®) 0,091

Edad (afios) (r=0,101)

0,010
(r=0,153)

Spearman’s Rank Correlation Coefficient
IMC (Kg/m?)

El andlisis multivariable mediante analisis de regresion logistica binaria no
mostrd asociacion significativa de la edad, la hipertensién y el porcentaje relativo
medio de pérdida de las secuencias teloméricas en leucocitos con la presencia
de OA de rodilla (prevalencia) (Tabla 13A). Sin embargo, el IMC (OR: 1,071;
p=0,042), el género (masculino; OR: 0,577; p=0,048) y el WOMAC (OR: 1,273;
p<0,001) se manifestaron como factores de riesgo de forma significativa con
presencia de OA de rodilla (Tabla 13A). Las tres variables significativas
previamente identificadas, IMC, sexo e indice WOMAC, fueron introducidas en
el modelo de regresion logistica de forma conjunta, manteniendo su significancia
(Tabla 13B).
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Tabla 13. Prevalencia radiografica de OA de rodilla. (A) Analisis multivariante usando
regresion logistica para evaluar la asociacion de las variables con la presencia de
artrosis de rodilla. (B) Modelo de regresién logistica con las variables significativas. La

significancia se define como p<0,05.

Prevalencia radiografica de OA de rodilla

OR 95% ClI p-valor
(A) Edad (afios) 1,030 0,991-1,070 0,134
IMC (Kg/m?) 1,071 1,002-1,144 0,042
Género (hombre) 0,577 0,334-0,995 0,048
Hipertensién 1,397 0,746-2,616 0,296
% relativo de pérdida
de las secuencias 1,011 0,989-1,034 0,313
teloméricas
WOMAC 1,273 1,162-1,395 <0,001
B) IMC (Kg/m2) 1,082 1,013-1,155 0,019
Género (hombre) 0,558 0,325-0,956 0,034
WOMAC 1,280 1,164-1,396 <0,001

3. Estudio de laincidencia en OA de rodilla radiografica

Como se puede ver en la tabla 14 y la figura 19, los individuos que
desarrollaron OA de rodilla radiografica durante los 6 afios de seguimiento
(n=39), exhibieron un porcentaje relativo medio de pérdida de las secuencias
teloméricas en PBL mas alto en comparacion con aquellos que permanecieron
sin desarrollar OA de rodilla (n=98; mediana: 41,36 vs 26,25, p<0,001). Sin
embargo, su magnitud de pérdida dinamica no fue significativamente diferente
de la de los pacientes con presencia (prevalencia) de artrosis de rodilla (mediana:
41,36 vs 35,05 p=0,142) (tabla 14; figura 19).

73



Resultados

Tabla 14. Evaluacion del porcentaje relativo medio de pérdida de las secuencias
teloméricas en leucocitos de sangre periférica de los individuos no incidentes, incidentes

y prevalentes de la cohorte OAI, mediante el test Kruskal Wallis.

N Mean 95% ClI Median p-valor

No incidente 98 27,70 25,05-30,36 26,25

Incidente 39 38,51 35,49-41,53 41,36 <0,001
Prevalente 144 34,37 32,46-36,29 35,05

501 n.s.
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Nota: ***Significancia del p-valor fue <0,001; n.s, no significativo.

Figura 19. Representacion grafica del porcentaje relativo de la pérdida de las
secuencias teloméricas de leucocitos de sangre periférica en OA de rodilla no incidente,
incidente y prevalente.

El andlisis de regresion logistica binaria evidencié que la dinamica de la
pérdida de teldbmeros en leucocitos de sangre periférica fue un factor de riesgo
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significativo asociado a la incidencia de OA de rodilla (OR: 1,047; p=0,039), asi
como el IMC (OR: 1,266; p<0,001), WOMAC (OR: 1,286; p=0,009) y grado
méximo de KL al inicio del estudio (OR: 3,988; p=0,009) (Tabla 15A). Por otro
lado, no se encontré una asociacion significativa entre la edad, el sexo y la
hipertension. EI modelo de regresidn logistica que incluye las cuatro variables
previamente reconocidas como significativas, mostré que el porcentaje relativo
medio de pérdida de las secuencias teloméricas en leucocitos de sangre
periférica permanecid significativamente asociado con la aparicion de OA de
rodilla (incidencia) (OR: 1,043; p=0,041) (Tabla 15B).

Tabla 15. Incidencia radiografica de OA de rodilla. (A) Andlisis multivariante usando
regresion logistica para evaluar la asociacion de las variables con la aparicion de artrosis
de rodilla. (B) Modelo de regresién logistica con las variables significativas. La

significancia se define como p<0,05.

Incidencia radiogréafica de OA de rodilla

OR 95% ClI p-valor
(A) Edad (afios) 1,041 0,971-1,115 0,257
Méaximo grado KL basal 3,988 1,420-11,196 0,009
IMC (Kg/m?) 1,266 1,115-1,437 <0,001
Género (hombre) 2,534 0,872-7,364 0,088
Hipertensién 0,518 0,144-1,858 0,313
0 . .
% relafivo de perdida de 1,047 1,002-1,094 0,039
las secuencias teloméricas
WOMAC 1,286 1,065-1,552 0,009
(8) Maéaximo grado KL basal 3,627 1,342-9,800 0,011
IMC (Kg/m?) 1,252 1,106-1,417 <0,001
0 . .
% relativo de perdida de 1,043 1,002-1,087 0,041
las secuencias teloméricas
WOMAC 1,247 1,034-1,505 0,021
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Resultados del objetivo 2. Evaluar la relacion del haplogrupo de ADN

mitocondrial y la dindmica de pérdida de las secuencias teloméricas como

biomarcadores de laincidencia de la OA en rodilla.

Este estudio se realizo en individuos portadores del cluster-haplogrupo de
ADNmt HV (n=78) e individuos portadores del cluster-haplogrupo de ADNmt JT
(n=47), todos ellos sin signos radioldgicos de artrosis de rodilla en el momento
del reclutamiento. Se evalud el porcentaje de incidentes de OA radioldgica y el
porcentaje relativo medio de pérdida de las secuencias teloméricas en leucocitos
de sangre periférica tras un periodo de seguimiento de 72 meses. De los 125
sujetos con haplogrupos de ADNmt HV y JT, 39 individuos desarrollaron OA de
rodilla (incidentes).

En cuanto a los polimorfismos del ADNmt, los individuos con artrosis de
rodilla incidente y portadores del cluster HV (38,46%) son aproximadamente el
doble que los individuos con artrosis de rodilla incidente y portadores del cluster
JT (19,15%), siendo esta diferencia estadisticamente significativa (p=0,024).
Ademas, el porcentaje relativo de pérdida de las secuencias teloméricas en
leucocitos de sangre periférica fue significativamente menor en los sujetos que
portaban el grupo JT que en los que portaban el grupo HV (p<0,001) (figura 20A).
El acortamiento relativo de las secuencias teloméricas también fue menor en los

sujetos no incidentes que en los incidentes (p<0,001) (Figura 20B, tabla 16).

76




Resultados

Tabla 16. Valores estadisticos del porcentaje relativo medio de pérdida de las
secuencias teloméricas en leucocitos de sangre periférica y andlisis de las diferencias
significativas en individuos no incidentes e incidentes de OA de rodilla, en individuos con
cluster de ADNmt HV o JT. La significancia se define como p<0,05.

N Q1 Q2 Q3  p-valor

No
o 86 19,39 27,79 39,31
Individuos incidentes < 0,001
Incidentes 39 35,47 41,36 44,22
No
o 48 23,91 32,72 44,41
HV incidentes 0,075
Haplogrupos Incidentes 30 35,88 41,43 44,27
de ADNmt No
o 38 16,82 21,83 27,05
JT incidentes 0’003

Incidentes 9 25,60 36,49 4491

Nota: p-valor se calcula mediante el test U de Mann Whitney. Los cuartiles (Q1: inferior, Q2:
mediano, Q3: superior) son indicados en la tabla.

En el andlisis multivariante mediante regresién logistica binaria, se
observé que cuando se introducian las variables del clister de ADNmt y el
porcentaje relativo medio de pérdida del teldbmero en leucocitos de sangre
periférica (tabla 17), esta ultima permanecié significativamente asociada con la
incidencia como marcador de riesgo (OR: 1,062, IC 95%: 1,023-1,102, p=0,001),
por lo que el mayor acortamiento de los telomeros se asocié con un mayor riesgo
de incidencia de artrosis de rodilla. EI OR se muestra por unidad porcentual de
pérdida de telémeros. Por el contrario, la variable del clister de ADNmt perdio la
significacion estadistica (OR: 0,696, IC del 95 %: 0,264-1,803, p=0,452).
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Tabla 17. Analisis multivariante mediante regresion logistica binaria de la incidencia
radiografica de OA de rodilla en individuos con cluster JT y HV cuando se introducen en
el estudio las variables: porcentaje relativo de pérdida de las secuencias teloméricas en
leucocitos de sangre periférica y el clister de ADNmt. La significancia se define como
p<0,05.

Incidencia radiogréafica de OA de rodilla en individuos con claster HV y JT

OR 95% ClI p-valor
% relativo de pérdida de las
secuencias teloméricas 1,062 1,023-1,102 0,001
Claster de ADNmt 0,696 0,264-1,803 0,452

Cuando el analisis de regresion logistica se estratifico por el cluster de
ADNmt (JT y HV), el porcentaje relativo medio de pérdida de las secuencias
teloméricas en leucocitos en sangre periférica fue significativamente mayor en
los individuos con OA de rodilla incidente que en los individuos no incidentes que
portan el grupo JT (OR: 1,125, IC 95%: 1,037- 1,220, p=0,005) (Figura 20C,
Tabla 18). En los individuos portadores del cluster HV, las diferencias en las
tasas de acortamiento de los telémeros en leucocitos de sangre periférica entre
no incidentes e incidentes fueron menores y muy cerca del limite de significacion
estadistica (OR: 1,040, IC del 95 %: 0,999-1,084, p=0,075) (Figura 20C, Tabla
18).

Tabla 18. Analisis de regresion logistica en la incidencia radiografica de OA de rodilla
estratificada por clister JT (A) y HV (B), utilizando como variable el porcentaje relativo

de pérdida de las secuencias teloméricas. La significancia se define como p<0,05.

Incidencia radiogréafica de OA de rodilla estratificada por cliuster JT y HV

OR 95% ClI p-valor
(A) Cluster JT
% relativo de perdida de 1,125 1,037-1,220 0,005
las secuencias teloméricas ’ ’ ’ '
) Cluster HV
% relativo de pérdida de 1,040 0,999-1,084 0.075

las secuencias teloméricas
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A la hora de incluir otras variables al analisis de regresion logistica binaria,
como son la edad, el sexo, el IMC, el WOMAC vy la hipertensién, se observé que
el porcentaje relativo medio de pérdida de las secuencias teloméricas en
leucocitos de sangre periférica permanecié significativamente asociada con la
incidencia (OR: 1,048, IC 95%: 1,007-1,090, p=0,020), junto con el IMC (OR:
1,257, 1C 95%: 1,116-1,415, p<0,010) y el WOMAC (OR: 1,248, IC 95%: 1,039-
1,499, p<0,018). El resto de variables, tales como la edad, el sexo y la

hipertension, no fueron significativas (Tabla 19).

Tabla 19. Incidencia radiogréafica de OA de rodilla en individuos con claster JT y HV. (A)
Analisis multivariante usando regresion logistica para evaluar la asociacion de las
variables con la incidencia de artrosis de rodilla. (B) Modelo de regresién logistica con

las variables significativas. La significancia se define como p<0,05.

Incidencia radiografica de OA de rodilla en individuos con claster HV y JT

OR 95% CI p-valor

(A) Edad (afios) 1,038 0,973-1,107 0,263
Género (hombre) 2,266 0,802-6,406 0,123
IMC (Kg/m?) 1,278 1,127-1,448 <0,001
WOMAC 1,259 1,047-1,515 0,014
Hipertensién 0,607 0,167-2,202 0,447
Claster ADNmt (HV) 0,888 0,265-2,978 0,848

/2s secuencias teloméricas 1050 10031100 0039

®) IMC (Kg/m?) 1,257 1,116-1,415 <0,001
WOMAC 1,248 1,039-1,499 0,018

% relativo de pérdida de 1,048 1,007-1,090 0.020

las secuencias teloméricas
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Figura 20. (A) Porcentaje relativo de la pérdida de las secuencias teloméricas de

leucocitos de sangre periférica en individuos con cluster de ADNmt JT y HV. (B)

Porcentaje relativo de la pérdida de las secuencias teloméricas de leucocitos de sangre

periférica en individuos no incidentes e incidentes de OA de rodilla. (C) Porcentaje

relativo de la pérdida de las secuencias teloméricas de leucocitos de sangre periférica

en individuos no incidentes e incidentes de OA de rodilla con clister de ADNmt JT y en

individuos no incidentes e incidentes de OA de rodilla con clister de ADNmt HV.
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Discusioén

La OA de rodilla es una enfermedad caracterizada por la agrupacion de
perturbaciones en el cartilago articular, hueso subcondral y membrana sinovial
(1), cuya prevalencia se incrementa con la edad. El aumento de la prevalencia
de esta enfermedad en la poblacion actual, esta asociado con ciertos factores de
riesgo, tales como el incremento de la esperanza de vida, la obesidad y las

lesiones articulares previas. De ellos, el factor de riesgo principal es la edad (15).

Comprender el proceso de envejecimiento es necesario para prevenir
enfermedades relacionadas con la edad. La investigacion en este ambito puede
aportar ideas sobre el envejecimiento biolégico sistémico en enfermedades

cronicas, como en el caso de la OA de rodilla.

La disminucién del tamafio de los teldmeros en leucocitos y el desarrollo
de OA son fenotipos relacionados con la edad. Los telomeros de leucocitos
reflejan la edad bioldgica del individuo, que no necesariamente puede coincidir
con la edad cronolégica. La longitud de los telémeros esta determinada por
factores genéticos y no genéticos que interactlan a lo largo de la vida.

En cuanto a los factores genéticos, se ha estimado que la heredabilidad
del tamafio de los telomeros de leucocitos es de moderada a alta, entre el 36 %
y el 84% (68). Por otra parte, los factores estresantes ambientales y los factores
del estilo de vida también influyen en el tamafio de los telomeros (69,126). Esta
interaccién compleja y dinamica de factores genéticos y no genéticos que actia
sobre la longitud de los telémeros de los leucocitos hace que esta medida pueda
considerarse un indicador asociado con muchos parametros relacionados con el

envejecimiento biolégico general, siendo reflejo del estado de salud global (126).

Numerosos estudios poblacionales indican que la longitud de los
telomeros de leucocitos puede predecir la longevidad (71,72,85) y la
susceptibilidad a enfermedades relacionadas con la edad, como enfermedades
cardiovasculares, diabetes, algunos canceres y demencia (75,79,80,127,128).
Por ejemplo, en la cohorte de Bruneck, la longitud corta de los telomeros al inicio
del estudio predijo la incidencia de cancer independientemente de los factores

de riesgo de cancer estandar (129).

El acortamiento de la longitud de los teldbmeros en leucocitos de sangre

periférica es utilizado como biomarcador de envejecimiento y muchas
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enfermedades relacionadas con la edad, ya que mantiene una estrecha
correlacion con el estrés oxidativo y senescencia celular, dos importantes
reguladores del envejecimiento humano. Cabe destacar que un biomarcador se
define como un indicador de procesos biolégicos normales, procesos patégenos
0 respuestas farmacologicas a una intervencion terapéutica (63). Por ello, la
dindmica de pérdida de las secuencias teloméricas en PBL como posible
biomarcador de la aparicion y/o progresion de la OA en rodilla que se ha
propuesto en este trabajo resultaria una nueva prueba mas estricta y con mayor
confianza de obtencién de resultados, ademas de proporcionar conocimiento
sobre como estd progresando el envejecimiento biolégico sistémico y, en
conjuncién, puede indicar como esta evolucionando la senescencia articular en
la OA de rodilla.

Algunos trabajos previos han tratado de establecer una correlacion entre
la presencia/ausencia de OA o el nivel de dafio articular y la longitud o cantidad
de las secuencias teloméricas en leucocitos de sangre periférica
(10,41,47,88,97,98,105). Uno de esos estudios observd, mediante andlisis de
regresion logistica multivariable, que el tamafio de los teldmeros de leucocitos
en sangre periférica en el momento del reclutamiento era un factor de riesgo
significativamente asociado con la prevalencia de OA de rodilla al inicio del
estudio (10). Ademas, otra investigacién relacionada con la OA de mano,
establecié una pérdida de la significacion en la asociacion del tamafio-cantidad
de los telobmeros en leucocitos de sangre periférica con la OA de mano
prevalente en un modelo ajustado por la edad, sexo e IMC. Sin embargo, la

asociacion si se evidenci6 para la OA de mano incidente (97).

En estos trabajos previos sobre OA y telomeros, la evaluacion del
telomero ha sido estatica, en un momento temporal Gnico y nunca antes se habia
abordado su porcentaje de pérdida con el paso del tiempo. El presente estudio
pretende realizar la primera evaluacion de la dinamica, a tiempo basal y tras 72
meses, del porcentaje relativo medio de pérdida de las secuencias teloméricas
en cada individuo de las diferentes cohortes de la OAI. Esta es una evaluacion
mas estricta y precisa que la determinacion de los telomeros en un punto de
tiempo dnico y confirma con confianza una mayor pérdida de las secuencias

teloméricas de PBL en individuos con OA de rodilla prevalente e incidente.
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Los resultados de nuestra investigacion sobre el enfoque de la dinamica
de la pérdida de las secuencias teloméricas fueron similares a los de la
evaluacion de OA de la mano en el momento del reclutamiento. Concretamente,
el porcentaje relativo medio de pérdida de las secuencias teloméricas no alcanzo
significacion estadistica como factor de riesgo independiente para la presencia
de OA de rodilla (prevalencia), sin embargo, los parametros de IMC, género y
WOMAC se identificaron como factores de riesgo para esta enfermedad. Por otro
lado, el porcentaje relativo medio de pérdida de las secuencias teloméricas fue
un marcador de riesgo independiente significativamente asociado a la aparicion
de OA de rodilla (incidencia), junto con otros parametros como el IMC, WOMAC
y maximo grado KL basal.

En 2011, Tamayo et al. (98) compararon la longitud de los telomeros de
condrocitos humanos y leucocitos de sangre periférica. En este estudio,
analizaron un grupo de 20 sujetos de control y 39 pacientes con osteoartritis. En
los pacientes con osteoartritis, los telGmeros eran 1,6 veces mas largos en los
condrocitos en comparacion con los leucocitos. En los sujetos de control, los
telomeros de los condrocitos eran incluso dos veces mas largos que los
telomeros de los leucocitos. Hay que destacar que los condrocitos y los
leucocitos tienen un origen de linaje diferente. Los condrocitos derivan de células
madre mesenquimales, mientras que los leucocitos se diferencian de células
madre hematopoyéticas ubicadas principalmente en la médula 6sea de los
adultos. Ademas, los leucocitos y los condrocitos exhiben una tasa de recambio
diferente. Ambos son tipos de células diferenciadas. Pero a diferencia de los
condrocitos, los leucocitos experimentan un recambio activo, variable segun las
distintas subpoblaciones mieloides o linfoides, por lo que las células madre
hematopoyéticas deberia tener mayor actividad mitética. Aunque poseen cierta
actividad telomerasa, esta es insuficiente para prevenir el acortamiento de los
telomeros asociado con la replicacion del ADN y la division celular. El hecho
antes mencionado podria explicar las diferencias en la longitud de los telomeros
en estos diferentes tipos de células, ya que los telémeros de los condrocitos son
mas largos que los teldmeros de los leucocitos del mismo sujeto, incluso en
pacientes con OA (97,98).
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Las diferencias en el linaje y la fisiologia de los teldmeros entre leucocitos
y condrocitos sugieren que la asociacion entre el tamafio de los telomeros de

leucocitos y el riesgo de presencia de OA de rodilla seria indirecta, en principio.

A este respecto, es importante destacar que, a pesar de estas diferencias,
el tamafo de los telémeros de los leucocitos y de otros tejidos parece altamente
correlacionados en el mismo individuo (97). Se esta reconociendo que la longitud
de los telomeros de los leucocitos indica influencias sistémicas sobre el
mantenimiento de los teldmeros en otros tejidos (126) y esto también deberia ser
cierto para los condrocitos articulares. Los factores genéticos y no genéticos que
intensifican el acortamiento de los telémeros en los condrocitos con OA, incluida
la inflamacion y el estrés oxidativo (70,97), también podrian ejercer su influencia
en las células madre hematopoyéticas, por lo que, en comparacion, los telomeros
cortos en los leucocitos sanguineos se correlacionarian con los telomeros

relativamente cortos en el cartilago (98).

A nivel local, el acortamiento acelerado de los telémeros implicaria que
algunos telémeros de los condrocitos podrian alcanzar un desgaste excesivo
prematuro, lo que conduciria a una senescencia articular acelerada. De hecho,
la erosiéon de los telomeros y los indicadores de senescencia celular aumentan
con la edad en el cartilago articular y estos cambios proximales parecen
amplificarse a las lesiones osteoartriticas en el cartilago (97). Ademas, las
células senescentes secretan una variedad caracteristica de citocinas que
inducen un microambiente inflamatorio local, denominado SASP (fenotipo
secretor asociado a la senescencia) (130). En los condrocitos senescentes,
ademas de las citocinas proinflamatorias, se produce un aumento de las
metaloproteinasas que degradan la matriz del cartilago, agravando la evolucion
de la OA. Actualmente se han identificado fragmentos de ARN telomérico libre
extracelular (cell-free TERRA) como un mediador extracelular del fenotipo
secretor senescente (45). El estrés telomérico induce la sobretranscripcion de
TERRA que se secreta en exosomas, induciendo la expresion de citoquinas en
las células adyacentes. Es posible que los factores secretados senescentes
podrian llegar a la circulacidon sanguinea y ejerzan efectos sistémicos (97).
Ademas, recientemente se ha reconocido que, especialmente en células con

crisis telomérica, TERRA puede traducirse a polidipéptidos valina-arginina (VR)n
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y Jglicina-leucina (GL)n, los cuales pueden actuar como proteinas de
sefializacion, con un posible papel en el proceso inflamatorio (57). Segun esta
hipotesis, los propios telomeros de los condrocitos podrian tener un papel causal

directo en el desarrollo de la OA (97).

Asi pues, se podria decir que los telomeros de los leucocitos reflejarian
un trasfondo sistémico de acortamiento de los telémeros, es decir, de
envejecimiento acelerado global, que podria interaccionar con factores locales
adversos presentes en tejidos especificos, potenciando su efecto y aumentando
el riesgo de desarrollo de la enfermedad concreta (97). Dependiendo del tejido
afectado por los factores dafinos, es posible que se desarrollen diferentes
enfermedades relacionadas con la edad. Esta hipotesis podria explicar la
aparicion de diferentes enfermedades relacionadas con la edad en diferentes
individuos; todas ellas demuestran estar asociadas a telomeros leucocitarios
mas cortos, como enfermedades cardiovasculares, diabetes, demencia o ciertos
tipos de canceres (75,79,80,128,131).

En el caso del cartilago articular, los telémeros cortos en los condrocitos
podrian potenciar el efecto adverso de los factores de riesgo de OA. Un factor
de alto riesgo conocido en la OA es el estrés mecéanico. La aplicacién de estrés
constante a los condrocitos en cultivo provoca la liberacibn de ROS vy
subsiguiente estrés oxidativo. El ataque por ROS puede ser mas dafiino para los
condrocitos con telémeros previamente acortados por envejecimiento global, ya
gue contienen secuencias ricas en guanina, que son particularmente sensibles
al dafio oxidativo. Como consecuencia, los teldbmeros acumularian roturas y se
acortarian aun mas (97). De este modo se aceleraria la pérdida de secuencias
teloméricas, llegando algunos telomeros al tamafio critico, o que resultaria en
una senescencia prematura de los condrocitos. De esta forma la degeneracién
del cartilago en la osteoartritis postraumatica podria estar mediada por la

senescencia acelerada de los condrocitos (132).

Enlazando con el papel de ROS y el estrés oxidativo, la funcion
mitocondrial también parece tener un papel relevante en la OA de rodilla.
Numerosos estudios han descrito la utilidad de los haplogrupos de ADNmt como
biomarcador de la incidencia y pronéstico de la OA (18,119,122,133). En este
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trabajo también se ha querido evaluar el haplogrupo de ADNmt como posible
biomarcador de la incidencia de la OA en rodilla, junto con el porcentaje relativo
de pérdida de secuencias teloméricas. Estudios anteriores han descrito la
posible asociacion de la dinamica del telémero y el haplogrupo de ADNmt con la

OA de rodilla, pero siempre de forma independiente (10,18).

En nuestra investigacion, concretamente en la incidencia de la OA de
rodilla, el porcentaje relativo de pérdida de las secuencias teloméricas en los
portadores del cluster de ADNmt JT fue menor que el de los portadores del grupo
HV, aunque los individuos de este grupo son el doble. Este hecho concuerda con
el estudio obtenido por Fernandez-Moreno et al, en el cual establecieron que el
haplogrupo de ANDmt J es menos susceptible al estrés oxidativo y, por tanto, los
individuos con dicho haplogrupo parecian presentar unos teldmeros mas largos
(123). Los polimorfismos (SNP) que caracterizan al haplogrupo JT pueden
disminuir la eficiencia del acoplamiento mitocondrial, reduciendo tanto la
produccién de ATP como de ROS, asi como la expresion de genes relacionados
con la respuesta inflamatoria, el complemento y la apoptosis (18,134), lo que
ocasionaria un menor estrés oxidativo en el individuo que conllevaria a un menor
porcentaje relativo de caida de secuencias teloméricas a nivel global. A nivel del
cartilago, la mayor generacién de ROS en los condrocitos que llevan el cluster
HV de mtDNA puede dafiar el ADN telomérico, favoreciendo la senescencia
dependiente de la longitud de los telomeros, a diferencia del fenotipo menos

inflamatorio y oxidativo de los portadores del grupo JT.

Como se ha indicado previamente, la influencia del haplogrupo de ADNmt
HV o JT sobre el riesgo de incidencia de OA de rodilla parece derivarse de la
actividad oxidativa dafina en el cuerpo. Pero el analisis multivariado evidencia
que este efecto nocivo ya esta siendo registrado con el estudio de la dinamica
de acortamiento telomérico en leucocitos. Esto no quiere decir que el haplogrupo
de ADNmt tenga menos importancia en la incidencia de OA de rodilla, sino que
es posible que estemos viendo su efecto a traves del porcentaje relativo de
pérdida de las secuencias teloméricas. Es decir, que ambos marcadores estarian

interconectados.
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Otro factor de riesgo clasico de OA es la obesidad y el IMC, tal como
evidencié nuestra regresion logistica. El estrés oxidativo y la inflamacion
subclinica crénica asociados con un perfil metabdlico modificado son propios de
la obesidad. La obesidad y el sindrome metabdlico favorecen el envejecimiento
bioldgico y estan asociados con teldmeros leucocitarios mas cortos (135). En
este sentido, se evidencidé que el aumento de la adiposidad abdominal esta
asociado con un acortamiento de los telémeros de leucocitos (136). Nuestro
estudio mostré una clara influencia del IMC en el desarrollo de la OA vy el

acortamiento de los telébmeros de leucocitos.

Parece paraddjico que la determinacion Unica de la cantidad de
secuencias telomeéricas en leucocitos de sangre periférica en el momento del
reclutamiento se pueda asociar significativamente con OA de rodilla prevalente
(10), mientras que la dinamica de pérdida de los teldmeros no. Sin embargo, a
pesar de que el acortamiento telomeérico en leucocitos de sangre periférica en
nuestro grupo de individuos con OA de rodilla prevalente fue menor que el de los
sujetos con OA incidente, si que fue mayor en comparacién con los sujetos no

incidentes, siendo este resultado estadisticamente significativo.

Se ha descrito que el telomero podria tender a acortarse mas si se parte
de secuencias mas largas que de cortas, lo cual podria depender de la edad de
los individuos de OAL. Si la edad de los prevalentes fuese mayor que la de los
incidentes, esto podria afectar a nuestros resultados y explicar por qué no se
observa asociacion entre la pérdida de secuencia teloméricas en el tiempo y la
prevalencia de OA de rodilla. Es importante resaltar que ambos grupos
mostraron el mismo rango de edad en el momento del reclutamiento
(prevalentes: 59,44+7,04; incidentes: 59,03+6,97).

Una pérdida relativamente acelerada de las secuencias teloméricas en
leucocitos de sangre periférica puede indicar una progresion rapida del
envejecimiento biolégico a nivel sistémico, que localmente, en el cartilago
articular, puede estar relacionado con la senescencia acelerada de los
condrocitos y el posterior desarrollo de la OA de rodilla, es decir, la incidencia.
Una vez que se establece la enfermedad, los telomeros se erosionarian a un
ritmo menor. De hecho, el porcentaje de acortamiento telomérico en leucocitos

de sangre periférica no es homogéneo a lo largo de la vida, siendo mas intenso
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durante los primeros afios y disminuyendo ligeramente con el envejecimiento
(137). Dado que el envejecimiento biolégico puede acelerarse en la OA, la
cinética de desaceleracion progresiva podria cambiarse a edades cronoldgicas

mas tempranas.

La pérdida de secuencias teloméricas a lo largo del tiempo predice el
riesgo de incidencia de OA de rodilla independientemente de otros factores de
riesgo bien establecidos, como el grado KL inicial, el IMC y el indice WOMAC. El
hecho de que estos factores de riesgo bien establecidos también sean
significativos en el modelo de regresion logistica no descarta la asociacion de la
pérdida de las secuencias teloméricas. Cada uno de estos factores de riesgo,
incluido el porcentaje de pérdida de las secuencias teloméricas, participa en el
riesgo con una magnitud especifica. Si que es evidente que el OR para la
dindmica de pérdida de las secuencias teloméricas de leucocitos parece
modesto en comparacion con otros posibles factores de riesgo. Pero hay que
tener en cuenta que esta influencia en la incidencia ya es detectada a pesar de
estar evaluada en un namero reducido de individuos (n=39). Posiblemente, el
impacto del mecanismo fisiopatolégico subyacente a la pérdida de secuencias
teloméricas de leucocitos es mas fuerte para el surgimiento de la enfermedad

(incidencia), pero una vez establecido, pierde intensidad (prevalencia).

Se puede especular que un factor que influye o est4 asociado con una
gran variedad de factores de salud, como el tamafio de los telomeros de PBL,
posiblemente lo haga de forma sutil en la mayoria de los individuos. Si el efecto
fuera muy intenso, estaria relacionado con problemas de salud mas graves,
como ocurre en enfermedades genéticas relacionadas con mutaciones en genes

implicados en la fisiologia de los telomeros.

En relacion con otros factores de riesgo reconocidos de OA, como la edad,
podria pensarse que esta debe correlacionarse con la tasa de pérdida de
secuencias teloméricas, por lo que podria ejercer un efecto de confusion en la
relacion entre el porcentaje de pérdida de las secuencias teloméricas en
leucocitos y la OA de rodilla. Pero la edad se correlaciona con el tamafo de los
telomeros (punto estético), lo cual que no es lo mismo que la tasa de pérdida de
las secuencias teloméricas. Esta correlacion es mas evidente cuando la muestra

contiene un amplio rango de edad de los participantes. En nuestra muestra, el
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tamafo inicial de los telémeros (relacion T/S inicial) mostré una correlacion
significativa con la edad de los sujetos del estudio (rho de Spearman; r=-0,158,
p=0,008). El valor de r es bajo debido al rango de edad restringido de la
poblacioén, lo cual obviamente es debido al propio desarrollo natural de esta
patologia. Sin embargo, el porcentaje de pérdida de las secuencias teloméricas
después de 6 afios con respecto al valor inicial no se correlaciona con la edad
(rho de Spearman; r= 0,101, p=0,091). La casi significancia hace que la edad
deba considerarse en el analisis de regresion, porque podria ser un factor de
confusién. Cuando el andlisis multivariado incluye el factor edad junto con el
porcentaje de pérdida de las secuencias telomeéricas, la edad no parece
asociarse significativamente con la incidencia, mientras que el porcentaje de
pérdida de las secuencias teloméricas de leucocitos mantiene su significacion.
Este resultado sugiere que la pérdida de las secuencias teloméricas de PBL
incluia la supuesta informacion de riesgo de incidencia de OA de rodilla
proporcionada por el factor edad.

Al igual que la edad, la hipertension puede estar asociada con el tamafio
de los telomeros de leucocitos (138) y podrian ser concomitante en pacientes
con OA y comportarse como factor de confusion. De hecho, los telémeros de
leucocitos iniciales fueron significativamente mas cortos en personas con
hipertension. Sin embargo, la hipertension no alcanzo significacion estadistica
como factor de riesgo asociado para la OA de rodilla prevalente cuando se
introdujo el tamafio de los telomeros en el analisis de regresion logistica. Sin
embargo, la tension arterial se estim6 en el momento del reclutamiento y seria
necesaria una evaluacion en relacion con la pérdida de telomeros de leucocitos

después de los seis afos de seguimiento.

En cuanto a la influencia del género los hombres mostraron un riesgo
significativamente menor de padecer OA prevalente, y mayor, no significativo,
para incidencia. Pero en este caso hay que tener en cuenta que se trata de un

pequefio subgrupo de la cohorte total de OAI.

En resumen, el acortamiento telomérico de leucocitos es un factor de
riesgo independiente asociado a la aparicion de OA de rodilla. La OA de rodilla
se desarrolla principalmente en el grupo de sujetos con una mayor pérdida de

las secuencias teloméricas en leucocitos de sangre periférica a lo largo del
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tiempo, es decir, con un fenotipo de envejecimiento biolégico acelerado (88).
Este fondo fisiologico desfavorable potenciaria la senescencia de los
condrocitos, disminuyendo la resistencia del cartilago a otros estresores
mecanicos, metabdlicos, inflamatorios u oxidativos (139). Algunos de estos
factores estresantes pueden estar relacionados con factores de riesgo
evidenciados en el analisis de regresion logistica, como el IMC, que puede estar
relacionado con la obesidad. La confluencia de todos estos factores contribuiria

a la aparicion y progresion de la destruccion articular.

Este presente estudio es de cohortes retrospectivo, limitado a un
subconjunto de sujetos caucasicos y los resultados respaldan una validacién
futura utilizando cohortes prospectivas. El tamafio muestral de individuos con OA
de rodilla incidente no es muy elevado, pero esto es inevitable y esta
necesariamente relacionado con la evolucion natural de la propia patologia tras
la seleccion de individuos sanos. La cohorte de la OAl tiene el més alto nivel de
calidad. Es una tarea muy dificil obtener sujetos “sanos” y ademas con un
seguimiento de seis afos, evaluar la incidencia o no de OA de rodilla. Esta

condicién en el tamafio de la muestra es inevitable.
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Conclusiones

Conclusiones del objetivo 1. Evaluar la dindmica de pérdida de las
secuencias teloméricas en muestras de leucocitos de sangre periférica,

con el fin de predecir la prevalencia y la incidencia de OA en rodilla.

e El porcentaje relativo medio de pérdida de secuencias teldméricas en
leucocitos fue menor en los individuos no incidentes (sanos) que en los
individuos que ya padecen o van a desarrollar OA de rodilla durante los
72 meses de seguimiento. Los individuos que desarrollaron OA de rodilla
durante los 72 meses presentaron una pérdida de secuencias teloméricas
mayor que los individuos que ya padecian la enfermedad.

e La dinamica de pérdida de las secuencias teloméricas en leucocitos no
fue significativo como factor de riesgo para la prevalencia de OA de rodilla.
Por otra parte, los parametros IMC, género y WOMAC si fueron
significativos como factores de riesgo para la prevalencia de OA de rodilla.

e La reduccién de las secuencias teloméricas en leucocitos se evidencio
como un factor de riesgo independiente asociado a la incidencia de OA
de rodilla, junto con otros pardmetros como el IMC, WOMAC y méaximo

grado KL basal.

Conclusiones del objetivo 2. Evaluar la relacién del haplogrupo de ADN
mitocondrial y la dindmica de pérdida de las secuencias teloméricas como

biomarcadores de laincidencia de la OA en rodilla.

e El porcentaje relativo medio de pérdida de secuencias teloméricas en
leucocitos de individuos no incidentes (sanos) fue significativamente
menor que en los individuos incidentes.

e La pérdida de las secuencias teloméricas en leucocitos de individuos no
incidentes (sanos) e incidentes con el cluster de haplogrupo de ADNmt
HV fue significativamente mayor que en los individuos no incidentes
(sanos) e incidentes con el cluster de haplogrupo de ADNmt JT.

e Ladinamica de pérdida de las secuencias teloméricas se demostré6 como
factor de riesgo independiente asociado a la incidencia de OA de rodilla,
junto con el WOMAC e IMC. La influencia del haplogrupo de ADNmt
estaria registrada por dicha dinamica.
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Association of accelerated
dynamics of telomere sequence
loss in peripheral blood leukocytes
with incident knee osteoarthritis
in Osteoarthritis Initiative cohort

Rebeca Guillén'2, Fatima Otero'?, Alejandro Mosqueral, MariaVizquez-Mosquera3,
Ignacio Rego-Pérez?, Francisco J. Blanco®*>* & José Luis Fernandez’?2

Osteoarthritis (OA) is a chronic degenerative joint disease, being the main cause of laboral inability.
Decreased telomere size in peripheral blood leukocytes (PBL) has been correlated with age-related
pathologies, like knee OA. In a dynamic approach, telomere-qPCR was performed to evaluate the
relative percentage of PBL telomere loss after a 6-year follow-up, in 281 subjects from the prospective
osteoarthritis initiative (OAl) cohort. Aradiological Kellgren-Lawrence (KL) grade 22 was indicative

of knee OA. Individuals with knee OA at recruitment (n =144) showed a higher PBL telomere loss

after 6 years than those without knee OA at baseline (n=137; p=0.018). Moreover, individuals that
developed knee OA during the follow-up (n=39) exhibited a higher telomere loss compared to those
thatremained without OA (n=98; p<0.001). Logistic regression analysis showed that PBLs telomere
loss was not significantly associated with knee OA at recruitment, but behaves as an independent

risk factor associated with incidence after follow-up (OR:1.043; p=0.041), together with maximum
KL grade (OR:3.627; p=0.011), body mass index-BMI (OR:1.252; p<0.001) and WOMAC-index (OR:
1.247; p=0.021), atrecruitment. The telomere decay in PBLs is faster in individuals with incident knee
OA, possibly reflecting a systemic-global accelerated aging that enhances the cartilage degeneration.

Abbreviations

BMI Body mass index

KL Kellgren-Lawrence
max-KL ~ Maximum KL grade

OA Osteoarthritis

OAI Osteoarthritis initiative
PBL Peripheral blood leukocytes

qPCR Quantitative PCR
T/Sratio  Average ratio of telomere repeat copy number to a single gene (36B4) copy number
WOMAC  Western Ontario and McMaster Universities Osteoarthritis Index

Osteoarthritis (OA) is the most common pathology of cartilage and joints, being a major cause of labor inability.
Chondrocyte dysfunction possibly related to premature senescence leads to extracellular matrix degradation and
local secretion of proinflammatory cytokines"2.

Telomeres are chromatin structures that cup the end of eukaryotic chromosomes. Human telomere DNA is
constituted by a tandem array of the sequence 5~-TTAGGG-3’ and the complementary strand 5-CCCTAA-3.

1Genetics Unit, INIBIC-Complexo Hospitalario Universitario A Corufia (CHUAC), A Corufia, Spain. 2Laboratory
of Genetics and Radiobiology, Centro Oncoldgico de Galicia, A Corufia, Spain. *Rheumatology Division,
INIBIC-Complexo Hospitalario Universitario A Corufia (CHUAC), A Corufia, Spain. “Department of Physiotherapy,
Medicine and Biomedical Sciences, Strategic Group CICA-INIBIC, Rheumatology and Health Group, Universidad de
A Corufia, A Corufa, Spain. sRheumatoIogy Division, Complexo Hospitalario Universitario A Corufia (CHUAC), As
Xubias, 84, 15006 A Corufia, Spain.“email: fblagar @sergas.es
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Age (mean +5D) 56.85+7.52 59.03+6.97 59.44+7.04 58.48+7.27
Female |60 (61.22) 26 (66.67) 66 (45.83) 152 (54.09)
Gender (n (%))
Male 38 (38.78) 13(33.33) 78(54.17) 129 (45.91)
BMI (mean +SD) 25.00+ 354 29.66+4.28 29.05+4.35 27.72+4.53
_ Yes 19 (19.39) 9(23.08) 45(31.25) 73 (25.98)
Hypertension (n (%))
No 79 (80.61) 30(76.92) 99 (68.75) 208 (74.02)
0 69 (70.41) 11(28.21) 0(0.00) 80 (28.48)
1 29 (29.59) 28(71.79) 0(0.00) 57(20.28)
Baseline max-KL (n (%)) 2 0(0.00) 0(0.00) 78 (54.17) 78 (27.76)
3 0(0.00) 0(0.00) 48(33.33) 48 (17.07)
4 0(0.00) 0(0.00) 18 (12.50) 18 (6.41)
% PBL telomere loss (mean + SD) 27.70+13.25 38.51+9.33 3437+11.61 32.62+12.50
WOMAC (mean +SD) 095+229 3.52+341 9.94+5.99 3.86+5.19

Table 1. Characteristics of the cohorts.

Every time a cell replicates the DNA, 50-150 pb of terminal telomeric DNA sequence are lost, so the telomere is
progressively shorter with aging, in somatic cells. If a critical size is achieved, replicative senescence is triggered,
so the cell stops dividing and may die by apoptosis™*.

The telomere size from human peripheral blood leukocytes (PBL) decreases with aging. The length of tel-
omeres from leukocytes correlates with that from other somatic tissues from the same subject, independently of
their proliferative activity™®. Telomere length evaluation has been found to be indicative of biological age and a
potential predictor of lifespan in human populations’. Furthermore, decreased PBL telomere size consistently
correlated with increased risk of several common age related pathologies, like cardiovascular diseases, some
cancer types, type II diabetes and dementia®®?.

It has recently been demonstrated in individuals from the Osteoarthritis Initiative (OAI) consortium from
USA that mean PBL telomere size at recruitment was an independent risk factor for concurrent knee OA, as well
as radiological severity'’. Furthermore, this baseline PBL telomere length was associated with incident hand OA™".

All the evaluations of PBL telomere size in OA studies were established at a single time-point. Nevertheless,
telomere sequences decrease with time. The rates of decay in telomere dynamics could be more informative and
relevant than single time-point determinations. The OAI consortium has been prospectively collecting accu-
rate and methodical data during several years of follow-up, including detailed clinical, imaging and analytical
parameters'Z. This OAI cohort is of choice to try to determine how PBL telomeres evolve in the same individual,
in relation to OA.

Results

Cohorts characteristics. 281 individuals (152 women) of Caucasian ancestry were eligible for the study
based on availability of both baseline and 72-month radiographs and baseline PBL telomere length data. Mean
age was 58.48 +7.27 years. Among the 281 individuals at baseline, 144 met the definition for prevalent knee OA
and 137 for non-prevalent (without knee OA). After 6 years of follow-up, those prevalent at baseline continued
with knee OA, as is obvious. On the other hand, focusing on those non-prevalent at baseline, after 6 years of
follow-up, 39 developed knee OA (incident) whereas 98 continued without knee OA (non-incident) (Table 1).

Prevalent radiographic knee OA. Individuals with prevalent knee OA at recruitment (max-KL=>2;
n=144) showed a significant higher relative percentage of PBL telomere loss after 6 years than those without
radiographic knee OA at baseline (max-KL < 2; n=137; median: 35.05 vs 30.44, p=0.018) (Table 2A). Moreover,
PBL telomere shortening tended to be faster in males compared to females (p=0.094). No significant differences
were observed between individuals with or without hypertension (p=0.318) (Table 2A). A positive correlation
was found between PBL telomere loss and BMI (p=0.010) (Table 2B). The correlation between age and PBL
telomere decay was near the limit of statistical significance (p=0.091) (Table 2B).

Multivariable analysis by binary logistic regression analysis did not reveal any significant association of age,
hypertension and dynamics of PBL telomere loss with prevalent knee OA (Table 3A). Yet, BMI (OR: 1.071;
p=0.042), gender (male; OR: 0.577; p=0.048) and Western Ontario and McMaster Universities Osteoarthritis
Index (WOMAC) (OR: 1.273; p <0.001) manifested as risk factors significantly associated with prevalent knee
OA (Table 3A). The three previously identified significant variables, BMI, gender and WOMAC-index, were
introduced in the logistic regression model, maintaining their significance (Table 3B).

Incident radiographic knee OA. Regarding incident knee OA, those individuals that developed radio-
graphic knee OA during the 6 years of follow-up period (n=39), exhibited a higher relative percentage of PBL
telomere loss in comparison to those that remained without knee OA (n=98; median: 41.36 vs 26.25, p <0.001).
However, their magnitude of dynamic loss was not significantly different from that of patients with prevalent
knee OA (median: 41.36 vs 35.05 p=0.142) (Fig. 1).
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Male 129 | 3398 |31.68-3629 |3576
Gender 0.094
Female 152 | 3147 |[29.58-33.35 |31.82
Non-hypertension | 208 | 3221 |30.54-33.89 |32.10
(A) Hypertension - 0318
Hypertension 73 3378 |30.72-36.85 |3524
KL<2 137 |30.78 |28.55-33.00 | 3044
Baseline max-KL grade 0.018
KL=2 144 | 3437 |32.46-36.29 | 35.05
Age (years) < o . 0.091 (r=0.101)
(B) - Spearman’s Rank Correlation Coefficient
BMI (Kg/m?*) 0.010 (r=0.153)

Table 2. Evaluation of the relative percentage of telomere loss after 6 years of follow-up, in peripheral blood
leukocytes from individuals from the OAI cohort, in relation to parameters obtained at recruitment. (A)
Comparisons performed by Mann-Whitney U-test. (B) Correlation analysis.

Age (years) 1.030 | 0.991-1.070 0.134 | 1.041 | 0971-1.115 0.257
Baseline max-KL grade | - - - 3.988 | 1.420-11.196 0.009
BMI (Kg/m?) 1071 | 1.002-1.144 0042|1266 | 1.115-1437 <0.001
(A) | Gender (Male) 0577 | 0.334-0.995 0.048 | 2534 | 0.872-7.364 0.088
Hypertension 1.397 | 0.746-2616 0296 | 0518 | 0.144-1.858 0313
% PBL telomere loss 1.011 | 0.989-1.034 0313 | 1.047 | 1.002-1.094 0.039
WOMAC 1273 | 1.162-1.395 <0.001 | 1.286 | 1.065-1.552 0.009
Baseline max-KL grade - - - 3.627 | 1.342-9.800 0.011
BMI (Kg/m?) 1.082 | 1.013-1.155 0019 | 1.252 | 1.106-1417 <0.001
(B) Gender (Male) 0.558 | 0.325-0.956 0.034 | - - -
% PBL telomere loss - - - 1.043 | 1.002-1.087 0.041
WOMAC 1.280 | 1.164-1.39% <0.001 | 1.247 | 1.034-1.505 0.021

Table 3. Prevalent and incident radiographic knee OA: (A) Multivariable analysis using logistic regression
analysis to evaluate the association of variables with prevalent and incident knee osteoarthritis. (B) Logistic
regression model with selected variables. Significance was defined as p<0.05.

»n w Py
2 2 3

Relative percentage of PBL telomere loss

3

Non-incident Incident Prevalent

Figure 1. Rate of PBL telomere loss in prevalent, incident and non-incident knee OA. Kruskal-Wallis test
evidenced significant differences among the three groups (p <0.001). Incident knee OA exhibited a higher
relative fraction of PBL telomere loss in comparison to non-incident OA (mean: 38.51 vs 27.70, Mann-Whitney
U-test, p <0.001). Magnitude of dynamic loss was not significantly different between patients with incident and
prevalent knee OA (mean: 38.51 vs 34.37, Mann-Whitney U-test, p =0.142). (Significance p value: ***<0.001;
n.s.: not significant).
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Binary logistic regression analysis evidenced that the dynamics of PBL telomere loss was a significant associ-
ated risk factor of incidence of knee OA (OR: 1.047; p=10.039), as well as BMI (OR: 1.266; p<0.001), WOMAC
(OR: 1.286; p=0.009) and max-KL grade (OR: 3.988; p=0.009), at baseline (Table 3A). Age, gender and hyper-
tension were not found to be significantly associated. Under the logistic regression model including the four
variables previously recognized as significant, PBL telomere decay remained significantly associated with incident
knee OA (OR: 1.043; p=0.041) (Table 3B).

Discussion

Assessment of telomeres in PBL provides knowledge about how systemic biological aging is progressing and
subsequently may indicate how the articular senescence level is evolving. The present study intended to perform
the first evaluation of the dynamics of telomere decay in each individual of the selected cohort. This is a more
stringent assessment than the single-time point evaluation and confidently confirms a higher velocity of PBL
telomere loss in individuals with prevalent and with incident knee OA.

Although PBL telomere size may be associated with many parameters related to aging and health status,
multivariable analysis using logistic regression analysis had evidenced PBL telomere size at recruitment as a risk
factor significantly associated to the prevalence of knee OA at baseline'’. Regarding hand OA, the association of
PBL telomere amount at recruitment with prevalent hand OA lost significance in the model adjusted for age, sex
and BMI, whereas the association was evidenced for incident hand OA'". The results of our dynamic telomere
approach were close to those from the single-time point evaluation at baseline regarding hand OA. In fact, the
relative percentage of PBL telomere decay did not reach statistical significance as an independent risk factor for
prevalent knee OA, whereas it was a significantly associated risk marker of incident knee OA.

It seems paradoxical that the single-time determination of PBL telomeres at recruitment was significantly
associated with concurrent knee OA, whereas the dynamic telomere decay did not. Nevertheless, despite the
relative percentage of PBL telomere loss in our group of individuals with prevalent knee OA, it was lower than
that compared to incident OA, it was higher in comparison with non-incident subjects, although not reaching
statistical significance. A relative highly accelerated PBL telomere decay may indicate a rapid progression of bio-
logical aging at the systemic level, which locally, at the joint cartilage, may be related to accelerated chondrocyte
senescence and subsequent development of knee OA, i.e. incidence. Once the illness is established, the telomeres
would be eroded at a lower rate. In fact, the standard PBL telomere decay is not homogeneous throughout life,
being more intense during initial years and slowing slightly with aging®. Since biological aging may be acceler-
ated in OA, the progressive slowing kinetics could be shifted to earlier chronological ages.

Overall, knee OA is mainly developed in the group of subjects with a higher PBL telomere loss over time, i.e.
with an accelerated biological aging phenotype . This unfavourable physiological background would enhance
chondrocyte senescence, decreasing the cartilage resistance to other mechanic, metabolic, inflammatory or
oxidative stressors'®. Some of these stressors may be in connection with risk factors evidenced in the logistic
regression analysis, like BMI, which may be linked to obesity. The confluence of all these factors would contribute
to the appearance and progression of the articular destruction. This was a retrospective cohort study, limited to a
subset of Caucasian subjects and results support a further validation using prospective cohorts. In addition, the
sample size of individuals with incident knee OA is not very high, but necessarily related to the natural evolution
of the pathology itself after the selection of healthy individuals.

Patients and methods

Subjects. To study the association between radiographic knee OA and telomere length we conducted a
cross-sectional and longitudinal analysis of data from a subset of participants in the Osteoarthritis Initiative
(OAI). The OAI is a multicenter cohort study of 4,796 adults with or at risk for symptomatic knee OA. Four clini-
cal sites (Memorial Hospital of Rhode Island, The Ohio State University, University of Maryland and Johns Hop-
kins University, and the University of Pittsburgh) recruited participants between February 2004 and May 2006.
Three subcohorts are identified; Progression subcohort, Incidence subcohort, and Non-exposed control subco-
hort. OAI data and protocols are available for free public access'?. This retrospective cohort study study includes
281 Caucasian individuals (129 male and 152 female) with an age range of 45-78 years (mean 58.48). Subjects
included in the study were those whose telomere had already been quantified at baseline and whose results
were already published in previous studies'®''. A subset was eligible based on availability of both baseline and
72-month radiographs and baseline PBL telomere length data. The OAI study was approved by the institutional
review boards at each OAI clinical site and the coordinating center (University of California, San Francisco) and
informed consent was obtained from the participants. This study was also approved by the local Galician Ethics
Committee (Comité Autonémico de Etica da Investigacion de Galicia) with registry code 2018/129.

Evaluation of knee OA. X-ray images from both knees were considered in each individual, being evalu-
ated according to the Kellgren-Lawrence (KL) score. KL grade was established for each knee, including patel-
lofemoral and tibiofemoral joints. The KL grade assigned to the subject was the maximum obtained from the
evaluation of the two knees, i. e. max-KL grade. Prevalent radiographic knee OA was defined when an individual
had a maximum KL grade (max-KL) 22 considering both knees (n=144), at recruitment. Incident knee OA was
defined when max-KL grade increased from <2 at recruitment to>2 after 72-month follow-up (n=39). Non-
incident knee OA was defined as max-KL grade maintained < 2 after the 72-month follow-up (n=98).

Evaluation of telomere sequences. DNA from PBL was extracted from the blood sample obtained at
recruitment and after a 6-year follow-up. Coded DNA samples were processed by research personnel blinded to
the status of the subjects. The average telomere amount in PBL was measured with a standard validated quanti-
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tative PCR (qPCR) based assay as described'®. This method measures the average ratio of telomere repeat copy
number to a single gene (36B4) copy number (T/S ratio) in each sample. The technique was performed using a
LightCycler thermocycler (LightCycler 480, Roche Diagnostics, Werk Penzberg, Germany). DNA samples were
amplified in parallel 20 pl PCR reactions that contained 10 ng of sample DNA, the DNA master SYBR Green I
kit (LightCycler 480 Sybr Green I Master, Roche Diagnostics) and 500 nM of primers for the telomere (forward:
5" CGGTTTGTTTGGGTTTGGGTTTGGGTTTGGGTTTGGGTT 3'; reverse 5’ GGCTTGCCTTACCCTTAC
CCTTACCCTTACCCTTACCCT 3’) and for the 36B4 (forward: 5 CAGCAAGTGGGAAGGTGTAATCC 3
reverse: 5’ CCCATTCTATCATCAACGGGTACAA 3'). To avoid possible inter-assay variability, the paired sam-
ples of each subject, at recruitment and after 6 years, were processed in the same plate of PCR, each in quadru-
plicate. The average efficiency was 1.8 for telomeric amplification and 1.9 for 36B4 amplification. The T/S ratio
was calculated using these efficiency values: T/S ratio =efficiency “4"/efficiency 4 %54, The relative percentage
of telomere loss in each individual was defined as [(T/S ratio at recruitment — T/S ratio after 72 months) / T/S
ratio at recruitment] x 100.

Statistical analysis. Caucasian individuals (n=281) were included in this study. This sample size allowed
us to estimate a difference of 9% and 5% in the relative loss of telomere between the incident and non-incident
population and, prevalent vs non-prevalent, respectively, with a safety of 95% and a statistical power of 90%.

Descriptive analysis was performed for all variables studied. Continuous variables were reported using
means +standard deviations (SD). For dichotomous/categorical variables, absolute numbers and percentages
were computed.

Relative percentage of PBL telomere loss after 6 years was analyzed according to patients’ characteristics as
gender, hypertension and baseline max-KL grade, using the Mann-Whitney and Kruskall-Wallis test. For age
and BMI, the Spearman’s Rank Correlation Coefficient was performed.

A univariate and multivariable logistic regression analysis were performed to identify the variables indepen-
dently related with prevalent and incident radiographic knee OA.

A multivariable logistic regression analysis was performed to determine the relative percentage of PBL asso-
ciation with incident OA, adjusting for gender, BMI and WOMAC as potential confounders. Odds Ratios and
their 95% confidence intervals (CI) were expressed.

All of the tests were carried out bilaterally, considering values of p <0,05 as significant. Data were analyzed
using SPSS software version 20 (Chicago, Illinois, USA).

Ethics approval and consent to participate. The OAI study was approved by the institutional review
boards at each OAI clinical site and the coordinating center (University of California, San Francisco) and
informed consent was obtained from the participants. This study was also approved by the local Galician Ethics
Committee (Comité Autonémico de Etica da Investigacion de Galicia) with registry code 2018/129. All research
was performed in accordance with relevant guidelines/regulations and with the Declaration of Helsinki.

Consent for publication. Non applicable.

Availability of data and material

The datasets used and analyzed during the current study are available from the corresponding author on rea-
sonable request. Data from the OAT is available at the Osteoarthritis Initiative Data Center (https://oai.epi-ucsf.
org/datarelease/).
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Relationship Between the Dynamics of Telomere Loss in
Peripheral Blood Leukocytes From Knee Osteoarthritis Patients
and Mitochondrial DNA Haplogroups

Rebeca Guillén Fajardo! @, Fatima Orero Farina!®, Alejandro Mosquera Rey2®, Ignacio Rego—Pércz3®,
Francisco J. Blanco*®, and José Luis Fernandez Garcia'! ®

ABSTRACT. Objective. To evaluate the evolution of telomere length from peripheral blood leukocytes (PBLs) in subjects
from the Osteoarthritis Inidative (OAI) cohort in relation to the incidence of osteoarthritis (OA), and to
explore its possible interactive influence with the mitochondrial DNA (mtDNA) haplogroup.

Methods. Dynamics of telomere sequence loss were quantified in PBLs from initially healthy individuals
(without symptoms or radiological signs), 78 carrying the mtDNA cluster HV, and 47 with cluster JT, from
the OAL during a 72-month follow-up period. The incidence of knee OA during this period (n = 39) was
radiographically established when Kellgren-Lawrence (KL) score increased from < 2 at recruitment, to > 2
at the end of 72 months of follow-up. Multivariate analysis using binary logistic regression was performed to
assess PBL telomere loss and mtDNA haplogroups as associated risk factors of incidence of knee OA.
Results. Carriers of cluster HV showed knee OA incidence twice that of the J T carriers (n = 30 vs 9). The
rate of PBL telomere loss was higher in cluster HV carriers and in individuals with incident knee OA.
Multivariate analysis showed that the dynamics of PBL telomere shortening can be a consistent risk marker
of knee OA incidence. Subjects with nonincident knee OA showed a slower telomere loss than those with
incident knee OA; the difference was more significant in carriers of cluster T than in HV.

Conclusion. An increased rate of telomere loss in PBLs may reflect a systemic accelerated senescence phe-
notype that could be potentiated by the mitochondrial function, increasing the susceptibility of developing

knee OA.

Key Indexing Terms: biomarkers, cohort studies, genetic studies, osteoarthritis, polymorphism

Telomeres are essential elements for maintaining genome integ-
rity since they protect the chromosome ends from exonucleo-
litic degradation and end-to-end fusion.' Yet, thcy progrcssivcly
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shorten with consecutive cell divisions. When a telomere
becomes critically shortened and chromosome capping cannot
be properly exerted, cell proliferation is inhibited, and it may
enter into apoptosis. This phenomenon is known as replicative
senescence and limits cell longevity in most somatic cells."?

Because of their relationship with cellular turnover, the quan-
tification of the telomere DNA sequences from peripheral blood
leukocytes (PBLs) has been found to be a potential marker of
biological age and a prcdictor of ]ongcvity.3 Telomere size from
PBLs strongly correlates with that from other tissues from the
same individual; thus, its determination may report information
about telomere status in less accessible tissues.*> Telomere size
determined in PBLs has been revealed to be a general associated
risk factor for age-related chronic diseases, such as some types
of cancer, type 2 diabetes mellitus, dementia, and cardiovascular
disease.>%7

Osteoarthrithis (OA) is acommon age-related chronic disease
defined by confined progressive destruction of articular cartilage,
leading to pain and work incapacitation.® Due to chondrocyte
dysfunction, the extracellular matrix is degraded, progressing
to subchondral bone remodeling, osteophyte formation, local
inflammation, degeneration of ligaments, and loss of normal
joint function. Chondrocytes release proinﬂammatory cyto-
kines that contribute to inflammation and promote apoptosis,
aggravating the progression of the disease.” OA chondrocytes
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show telomeres shorter than those from healthy individuals;
this may be related to accelerated articular senescence and could
contribute to the incidence and progression of OA.Y

Mitochondrial genetics also has a signiﬁcant influence in
the pathogcnesis of OA. Several studies established associations
between specific mitochondrial DNA (mtDNA) haplogroups
and longevity, particularly with disorders such as hypertension,
diabetes, obesity, neurodegenerative diseases, and OA.'" In
White populations, mtDNA variants belonging to the mtDNA
haplogroup cluster JT have been associated with a reduced risk
of prevalence of knee and hip OA and lower rates of incidence
and progression of knee OA, in comparison to sub}'ects with
the most common haplogroup H.'**'* Interestingly, individ-
uals carrying the mtDNA haplogroup J exhibit a PBL telomere
length longer than non-J carriers."

Previous evaluation of subjects from the cohort study
belonging to the Osteoarthritis Initiative (OAI) from the United
States indicated that PBL telomere size isshorter in patients with
concurrent knee OA and in patients with hand OA.'*"

The aforementioned association was found to be even
stronger regarding future incidence of hand OA." In the
abovementioned studies, all were cross-sectional and PBL telo-
mere size was determined only at the time of recruitment of the
patients with OA and controls. However, telomeres decrease
progressively with time, with varying rates among individuals.
Here we evaluated for the first time, to our knowledge, the evolu-
tion of PBL telomere length in subjects from the OAI cohort in
relation to the incidence of OA and explore its possible interac-

tive influence with the meDNA haplogroups.

METHODS

Subjrd.r. The study induded individuals from the OAL from a subsample
of controls at recruitment (i.e., without symptoms or mdiological signs;
n = 125, 45 males and 80 females), and carriers of mtDNA cluster HV
(n = 78) or cluster JT (n = 47). The subsample was restricted to White
subjects with an age range of 45-77 years (mean 57.6 yrs). Subjects carrying
these mtDNA clusters were selected because they constitute the majority
of the clusters in the White popularion and are the most studied and rele-
vant in terms of the incidence and/or progression of OA. Of these subjects,
BMI was 26.57 + 4.36 and 19.2% were hypertensive. The Western Ontario
McMaster Universities Osteoarthritis Index (WOMAC), a clinical measure

of disease activity, was also recorded from the OAI database.

Evaluation of knee OA. Individuals were assessed through the use of radio-
logic knee images, according to the Kcllgren—La\\'rence (KL) score, ranging
from 0 to 4. The interreader agreement between 2 readings was good (x =
0.70-0.80)." The presence of radiographic knee OA was defined when an
individual had a maximum KL grade (max-KL) > 2 consideringboth knees.
Incident knee OA was defined when max-KL grade increased from < 2 at
recruitment to = 2 at the end of 72 months of follow—up. Baseline and 72

months KL data were obrained from the OAI database.

Evaluation of telomere sequences. DNA from PBLs was extracted from blood
samples obtained at recruitment and after a 72-month follow-up. Coded
DNA samples were processed by personnel blinded to the status of the
subjects. The average telomereamountin PBLs was measured with astandard
validated quantitative PCR (qP CR)-based assay as described." This method
measures the average ratio of telomere repeat copy number to a single gene
(36B4) copy number (T/S ratio) in each sample and may be considered an
indirect measure of mean telomere length. DNA samples from baseline and
after 72 months from the same individual were simultaneously processed
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in the same PCR plate to avoid possible interassay variability. The relative
percentage of telomere loss in each individual was defined as [(T/S ratio ac
recruitment — T/ S ratio after 72 months) / T/S ratio at recruitment] x 100.
mtDNA haplogroups genotyping. A combination of the single-base exten-
sion assay with the PCR-restriction fragment length polymorphism
tecl‘mique was emp]oyed to obtain the different singiernucleotide polymor—
phisms (SNPs) that characterize the mtDNA haplogroups, as previously
described."”

Statistical analysis. Data were analyzed using SPSS software (IBM Corp.).
Since the percentage of PBL telomere loss was not normally distrib-
uted, as ascertained by the Kolmogorov—Smirnov test, nonparametric
Mann-Whitney U test was performed for homogeneity testing. A Pearson
chi'squnre test was used to determine statistical differences berween percent-
ages of incidence. Multivariate analysis using binnry logistic regression was
Performed to assess PBL telomere loss, mtDNA |mplogroups, age, sex,
hypertension, and WOMAC, as associated risk factors of incidence of knee
OA. The linearity of relative PBL telomere loss and log odds was confirmed
by linear regression (R* = 0.974). Significance was defined as P < 0.05.

Ethics. The OAI study was approved by the institutional review boards at
each OAI dinical site and the coordinating center (University of California,
San Fr:mcisco), and informed consent was obtained from the participnnts.
The study was also approved by the Local Ethics Committee (Comité de
Etica de la Investigacién de A Coruna-Ferrol) with registry code 2018/129.

RESULTS

The study was pcrformed in a group of 78 individuals carrying
mtDNA cluster HV and 47 carrying cluster ] T, all of them without
radiological signs of knee OA at recruitment. The percentage of
radiologic OA incidence and the relative percentage of telomere
loss in PBLs were evaluated after a follow-up period of 72 months.
From the 125 subjects, 39 developed knee OA (ie., incident).

Regarding mtDNA polymorphisms, individuals with inci-
dent knee OA were increased in carriers of cluster HV (38.46%),
2 times higher in comparison with carriers of cluster J T (19.15%;
P =0.02). Moreover, the relative percentage of telomere loss in
PBLs was significantly lower in subjects carrying cluster JT than
in those carrying cluster HV (P < 0.001; Figure 1A). The relative
PBL telomere shortcning was also lower in nonincident subjccts
than in incident individuals (P < 0.001; Figure 1B, Table 1).

In the multivariate analysis of the joint role of both vari-
ables (mtDNA cluster and relative PBL telomere shortening),
using binary logistic regression, the relative PBL telomere loss
remained signiﬁcantly associated with incidence as a risk marker
(OR 1.06, 95% CI: 1.02-1.10, P = 0.001); therefore, higher
PBL shortening rates were associated with a higher risk of
knee OA incidence. The OR is per percentage unit of telomere
loss. Otherwise, the mtDNA cluster lost statistical significance
(OR 0.70, 95% CI 0.26-1.80, P = 0.45; data not shown).

When the analysis was stratified by the cluster, the rela-
tive percentage of PBL telomere shortening was significantly
higher in the individuals with incident knee OA than in the
nonincident knee OA individuals carrying the JT cluster
(P=0.003; OR 1.13,95% CI 1.04-1.22, P=0.005; Figure 1C,
Table 1). In carriers of the HV cluster, the differences in PBL
telomere shortening rates between nonincident and incident
individuals were smaller and extremely close to the limit of
statistical significance (P = 0.08, OR 1.04, 95% CI 0.99-1.08;
Figure 1C, Table 1).
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Figure 1. Relative percentage of telomere loss in peripheral blood leukocytes from (A) subjects carrying the mtDNA clusters J T
and HV; (B) subjects with nonincident and incident knee OA; and (C) subjects with nonincident and incident knee OA car-

rying the mtDNA clusters J T and HV. OA: osteoarthritis.

Table 1. Statistical values of the relative percentage of telomere loss in peripheral blood leukocytes and analysis
of significant differences in subjects with incident or nonincident knee OA, as well as individuals with mtDNA

cluster HV or JT.
n Ql Q2 Q3 r
Subjects Nonincident 86 19.39 27.79 39.31 <0.001
Incident 39 3547 41.36 44.22

mtDNA cluster HV Nonincident 48 2391 3272 44.41 0.08

Incident 30 35.88 4143 44.27

Jjr Nonincident 38 16.82 21.83 27.05 0.003
Incident 9 25.60 36.49 4491

Quartiles (Q1: lower, Q2: median, Q3: upper) are indicated. * Mann-Whitney U test. mtDNA: mitochondrial

DNA; OA: osteoarthritis.

When age, sex, BMI, WOMAC, and hypertension were
included in the multivariate analysis, using binary logistic regres-
sion, the relative PBL telomere loss remained significantly asso-
ciated with incidence (OR 1.05, 95% CI 1.01-1.09, P = 0.02),
together with BMI (OR 1.26,95% CI 1.12-1.42, P < 0.01) and
WOMAC (OR 1.25, 95% CI 1.04-1.50, P < 0.02). Age, sex,

and hypcrtension were not signiﬁcant.

DISCUSSION

In previous reports, reduced PBL telomere length determined at
a single timepoint was associated with prevalence of knee OA'¢
and with prevalence and incidence of hand OA." Since the
telomeres evolve over time, the determination of longitudinal
changes of PBL telomeres must provide a more stringent testing.
This study confirms the strong association between the dynamics

Guillén Eljarda, etal
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of PBL telomere shortening with the risk of knee OA inci-
dence. Moreover, mitochondrial function may have a relevant
role since the difference in PBL telomere decay between inci-
dent and nonincident subjects was more significant in carriers
of mtDNA cluster J T than in HV. This fact is due to the much
lower percentage of PBL telomere decay in nonincident subjects
with cluster J T than with HV.

The polymorphisms (SNPs) that characterize haplogroup
cluster JT may decrease the efficiency of mitochondrial coupling,
reducing both adenosine triphosphate and reactive oxygen
species (ROS) production, as well as lowering the expression of
genes related to the inflammatory response, complement, and
apopt:osis.llzo

Senescent cells accumulate with age and in age-related
diseases; they are also associated with loss of tissue function.
One main factor associated with the development of knee OA
must be the progression of biological aging of the joint cartilage.
Replicative senescence at the cellular level is triggered when telo-
meres are excessively shortened, so this mechanism would be more
plausible in high-turnover tissues. Nevertheless, chondrocytes do
not exhibit a high proliferation rate and their telomeres are higher
than those from PBLs in the same subject.lo Importantiy, telomere
DNA damage can occur independently of length, and this has been
shown to contribute to the senescent phenotype. Telomeres may
act as sensors of intrinsic and extrinsic stresses, and they maintain
genomic stability by limiting replication of cells that have accumu-
lated significant genomic damage.”' The higher ROS generation in
chondrocytes carrying mtDNA cluster HV may damage telomeric
DNA, favoring the telomere length-independent senescence,
unlike in the less inflammatory and oxidative phenotype from
carriers of cluster J T.

The decay of telomeres in PBLs provides information about
how this systemic aging process is evolving, and snbsequentiy
how the articular senescence status is progressing. Knee OA is
mainly developed in the group of subjects with a higher telomere
loss over time (i.e., with an accelerated bioiogicai aging). The
influence of the mtDNA cluster HV or JT on the risk of knee
OA incidence seems to be derived from the differential damaging
oxidative activity in the body. However, this harmful effect is
seen in PBL telomere shortening, as previously mentioned. PBL
telomere loss includes the presumed information of the risk of
incidence of knee OA provided by the mtDNA cluster, which
could explain its loss of significance in the multivariate analysis.
Further, the rate of PBL telomere shortening may also provide
information concerning other additional risk factors of inci-
dence, independent of mtDNA hapiogroup.

The main limitation of this study is that the results are not
generalizable to non-White populations. It would be interesting
to replicate this in racially diverse samples. In addition, the
sample size of the individuals with incident knee OA is not very
high. It is a very difficult task to obtain healthy subjects, with 6
years of follow-up, to evaluate the incidence or nonincidence of
knee OA. Despite these issues, our results are remarkably consis-
tent with previous epidemioiogic studies in this field.

The slower telomere decay in PBL is associated with a lower
risk of incidence of knee OA over time. Moreover, this slow
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telomere shortening is more significant in nonincident subjects
carrying the mtDNA cluster JT than in those with cluster HV.
The influence of the mtDNA haplogroup as a risk factor of inci-
dence may be incorporated in the dynamics of PBL telomere
shortening.
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Acuerdo del comité ético para la realizacion de parte de este trabajo de
investigacion.

Secretaria Téonica
Comité Autandmico de Etica da ImvesSigacian de Galicia

*i XUNTA DE GALICIA oy v Pl j slicia

M| COMSELLERIA DE SANIDADE 15703 SANTIAGO DE COMPOSTELA
Secrotaria Xeral Tacnica Tel: 881 545425, ceicserpases

DICTAMEN DEL COMITE DE ETICA DE LA INVESTIGACION DE A CORUNA-
FERROL

Natalia Cal Purrifios, Secretaria del Comité de Etica de la Investigacién de A Corufia-
Ferrol

CERTIFICA:

Que este Comité evalud en su reunidn del dia 20/03,/2018 el estudio:

Titulo: Andlisis dindmico de parametros de fisiologia telomérica, como
marcadores de incidencia y/o progresion de osteoartritis

Promotor: José Luis Fernandez Garcia

Tipo de estudio: Otros

Version:

Cadigo del Promotor:

Cédigo de Registro: 2018/129

Y, tomando en consideracion las siguientes cuestiones:

= La pertinencia del estudio, teniendo en cuenta el conocimiento disponible, asi como los requisitos
legales aplicables, y en particular la Ley 14/2007, de investigacion biomédica, el Real Decreto
17162011, de 18 de noviembre, por el que se establecen los requisitos bdsicos de autorizacion y
funcionamiento de los biobancos con fines de investigacidn biomédica y del tratamiento de las
muestras bioldgicas de origen humano, y se regula el funcionamiento y organizacidn del Registro
Macional de Biobancos para investigacion biomédica, la ORDEN 5A5/3470/2009, de 16 de diciembre,
por la que se publican las Directrices sobre estudios Posautorizacion de Tipo Observacional para
medicamentos de uso humano, y el la Circular n® 07 / 2004, investigaciones clinicas con productos
sanitarios.

- La idoneidad del protocolo en relacidn con los objetivos del estudio, justificacion de los riesgos y
molestias previsibles para el sujeto, asi como los beneficios esperados.

- Los principios éticos de la Declaracidon de Helsinki vigente.

- Los Procedimientos Normalizados de Trabajo del Comité.

Emite un INFORME FAVORABLE para la realizacion del estudio por elfla
investigador/a del centro:

Centros Investigadores Principales
C.H. Universitario de A Corufia losé Luis Fernandez Garcia
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Secretana Téonica
Comité Autondmica de Etica da InvesSigacian de Galicia
U XUNTA DE GALICIA Secretaria Xeral. Canselleria de Sanidade
Y . Edificic Administrative San Lazaro B IclB
.I. COMNSELLERIA DE SANIDADE 15706 SANTLME0 DE COMPOSTELA
Secretaria Xeral Técnica Tel: 881 548425, ceicBserpases

¥ HACE COMSTAR QUE:

1. El Comité Territorial de Etica de la Investigacién de A Corufia-Ferrol cumple los requisitos
legales vigentes (Ley 14,/2007 de Investigacidn Biomédica y el Decreto 63/2013 por el que se
regulan los comités de ética de investigacidn en Galicia).

2. La composicidn actual del Comité Territorial de Etica de la Investigacion de A Corufia-Ferrol
=5

Lucia Fuster Sanjurjo (Presidenta). Farmacéutica. Especialista en Farmacia Hospitalaria. Area
de Gestion Integrada Ferrol

Angel Lopez-Silvarrey Varela. (Vicepresidente).Médico especialista en Pediatria. Area de
Gestion Integrada A Corufia

Matalia Cal Purrifios. (Secretaria). Licenciada en Derecho. Fundacién “Profesor Novoa Santos”.
A Coruna

Sonia Pértega Diaz. (Vicesecretaria). Matematica. Area de Gestidn Integrada A Corufia

Juana M2 Cruz del Rio. Trabajadora social. Conselleria de Sanidad

Portal Gonzilez Lorenzo. Médica especialista en Medicina Familiar y Comunitaria. Area de
Gestion Integrada Ferrol

Begofia Grafia Sudrez. Médica especialista en Oncologia Médica. Area de Gestidn Integrada A
Corufa

Carmen Mella Pérez. Médica especialista en Medicina Interna. Area de Gestidn Integrada
Ferrol

Alejandro Pazos Sierra. Médico. Universidad de A Corufia

Gonzalo Pefia Pérez. Médico especialista en Cardiologia. Hospital de San Rafael. A Corufia
Carlos Rodriguez Moreno. Médico especialista en Farmacologia Clinica. Area de Gestidn
Integrada Santiago

José M2 Rumbo Prieto. Diplomado en Enfermeria. Area de Gestidn Integrada Ferrol

Maria Isabel Sastre Gervds. Farmacéutica Atencidn Primaria. Area de Gestién Integrada A
Corufia

Para que conste donde proceda y a peticion del promotor f investigador, en A Corufia

La secretaria

Firrmado digitalmente par: CAL
PURRINGS MATALLA MARLA -
T9I2 14900

Fecha y hora: 27.03.2018
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