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Resumen

La osteoartritis (OA) es un desorden degenerativo que se caracteriza por la destruccion del
cartilago articular, formacion de osteofitos y esclerosis del hueso subcondral; su desarrollo y
progresion estdn mediados por citocinas proinflamatorias, asi como por la generacién de espe-
cies reactivas de oxigeno (ERO). Recientemente se ha identificado una protefna mitocondrial
denominada Romo1 que modula las ERO en diferentes estados de estrés oxidante (EO), la
cual es codificada por el gen ROMOT1. Este gen presenta polimorfismos de un solo nucleétido
(SNPs) que probablemente afecten la traduccién de las diferentes isoformas de su proteina
asociada y se desconoce si éstos tengan implicaciones en la modulacién de ERO en pacientes
con OA. El objetivo del presente trabajo fue evaluar dos polimorfismos del gen ROMO1 en
muestras de pacientes con OA de rodilla. Este estudio revel6 que los polimorfismos asociados
no se relacionan con el desarrollo de OA, por lo que no pueden considerarse marcadores
para estudios genéticos de OA en poblacién mexicana.

Abstract

Osteoarthritis (OA) is a degenerative disorder that is characterized by articular cartilage break-
down, osteophytes formation, and subchondral bone sclerosis; its development and progression
are mediated by proinflammatory mediators, as well as by reactive oxidative species (ROS).
Recently there has been identified a mitochondrial protein called Romo1 that modulates ROS
in different states of oxidative stress, and which is encoded by the gene ROMO1. This gene
has single nucleotide polymorphisms (SNPs) that could affect the translation of the different
isoforms of its associated protein, and it is unknown whether these could have implications in
the modulation of ROS in patients with OA. The aim of this work was evaluate two polymor-
phisms of ROMOT1 gene in samples of patients with knee OA. We found that the analyzed
polymorphisms are not associated with the presence of OA, therefore are not useful markers
for genetic studies of OA in Mexican population.
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Introduccion

La osteoartritis (OA) es una enfermedad multifactorial
cronico-degenerativa que se caracteriza por la pérdi-
da gradual del cartilago articular con la consecuente
disminucion del espacio articular.® A nivel mundial se
estima que 9.6% de los hombres y 18% de las mujeres
mayores de 60 afios presentan signos y/o sintomas
de OA.%5 De acuerdo con su severidad, éstos pueden
ser crepitacion, hinchazén, deformidad y destruccion
de la articulacion, lo que genera dolor crénico y dis-
capacidad; siendo las rodillas, mufecas y cadera las
articulaciones mas frecuentemente afectadas.®’
Durante la OA hay formacion de excrecencias 6seas
(osteofitos), esclerosis del hueso subcondral e infla-
macion de la membrana sinovial. Estos mecanismos
son mediados por la secrecién de moléculas catabo-
licas y proinflamatorias tales como citocinas (IL-1B,
IL-8, IL-6, TNF), prostaglandina E2 y neuropéptidos
(NPY, SP).% 8 También, durante estos mecanismos se
generan especies reactivas del oxigeno (ERO) como
anion superoxido (O,), peroxido de hidrogeno (H,0,)
y radical hidroxilo (HOe); y del nitrégeno (ERN) como
el oxido nitrico (ON) y anién peroxinitrito (ONOO),#
lo que condiciona un estado de estrés oxidante (EO)
dahando severamente el ADN, proteinas y lipidos.51”
Uno de los principales sitios de producciéon de ERO
es la mitocondria, donde se ha determinado que 3%
del oxigeno molecular (O,) consumido a través de
las cadenas de transporte de electrones se reduce
de forma incompleta a anion O, en lugar de agua.’®
En tiempos recientes se ha identificado una proteina
transmembranal de la mitocondria asociada a la regu-
lacion de ERO llamada Romo1, la cual consta de 79
aminoacidos (PM = 8.9 KDa).%%2° Aun cuando hay indi-
cios de que Romo1 modula la produccién de ERO, su
papel y mecanismo de accion no se han comprendido
en su totalidad. Esta proteina es codificada por el gen
ROMOY1, el cual se localiza en la banda 11.22 del brazo
largo del cromosoma 20 y cuenta con una extension

gendmica de 1.6 Kb.?22 Se han identificado poco mas
de 300 polimorfismos de un solo nucleétido (SNPs)
dentro de esta region,® los cuales pueden ejercer un
efecto directo en su transcrito con implicaciones en
la modulacién de ERO. A la fecha no se han descrito
polimorfismos del gen ROMOL asociados a la OA, por
lo que el objetivo de este trabajo fue evaluar la parti-
cipacion de dos SNPs del gen ROMOL1 en pacientes
mexicanos con OA de rodilla.

Pacientes y métodos
Poblacién de estudio

Estudio de casos y controles en el que participaron 140
individuos mayores de 40 afios de ambos géneros,
nativos de la region central de México y con padres
y abuelos del mismo origen. Todos los participantes
fueron notificados sobre el contenido del protocolo y
firmaron una carta de consentimiento informado. Se
reclutaron 70 pacientes con diagndstico de OA de
rodilla que acudieron al Servicio de Reumatologia del
Instituto Nacional de Rehabilitacién «Luis Guillermo
Ibarra Ibarra» (INR). El diagndstico de la OA se basoé
en parametros clinicos y radiogréaficos de acuerdo con
los criterios del Colegio Americano de Reumatologia
(ACR, por sus siglas en inglés).?* El grupo control
estuvo constituido por 70 individuos clinicamente
sanos pareados por edad y género, sin antecedentes
familiares de OA, los cuales fueron evaluados por
reumatologos del INR quienes certificaron la ausencia
de signos y sintomas de OA de rodilla. Por otra parte,
durante la evaluacion clinica se aplicé a los participan-
tes la encuesta de lesién de rodilla y puntaje para la
osteoartritis de rodilla (KOOS, por sus siglas en inglés).

Recoleccion de muestras

De cada paciente se recolectaron dos muestras de
sangre periférica por venopuncién. Una muestra sin
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anticoagulante se utilizé para obtener suero, el cual
fue inmediatamente congelado a -80 °C para realizar
pruebas bioquimicas; la segunda muestra se recolecto
en tubos con EDTA para la extraccién y genotipifica-
cion del ADN gendmico.

Determinacion de pardmetros bioquimicos

Se evaluaron los niveles de glucosa, colesterol total,
triglicéridos y acido urico mediante técnicas colori-
métricas utilizando un kit comercial para cada analito
(Diagnostic Systems, Germany) y se cuantificaron por
espectrofotometria (iMark, BioRad).

Obtencién del ADN genomico

El ADN gendmico se extrajo a partir de 200 pL de san-
gre total mediante el método de columna utilizando el
kit comercial QIAGEN (Hilden, Germany) y siguiendo
las instrucciones del fabricante. La concentracién del
ADN se determiné por espectrofotometria (Nanodrop
2000, ThermoScientific) y fue en promedio de ~50
ng/ulL.

Seleccién y genotipificacién de los SNPs
de ROMO1

Los SNPs candidatos fueron seleccionados por los
siguientes criterios: 1) que estuvieran previamente
reportados en la literatura cientifica; Il) que estuvie-
ran validados por el proyecto de los 1,000 genomas
o por el HapMap;? Ill) que el alelo menor tuviera una
frecuencia en la poblacion mexicana mayor de 1%;
y IV) que no se encontraran en desequilibrio de liga-
miento (DL) entre si. Se eligieron dos polimorfismos
del gen ROMOL1 que cumplieran con estos criterios,
el rs6060567 y el rs6060565. El método que se utilizd
para la genotipificacion de los SNPs candidatos fue por
reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) en tiempo
real utilizando sondas TagMan (AppliedBioSystem)
en los equipos StepOnePlus (Applied Biosystem) y
RotorGene (Qiagen), conforme a los protocolos esta-
blecidos por el proveedor.

Anadlisis estadistico

Se realizé un analisis descriptivo de la poblacién de
estudio tomando en cuenta las covariables obtenidas
de la evaluacion clinica y del cuestionario. Estas cova-
riables se compararon entre los casos y controles me-
diante la prueba de U de Mann-Whitney para variables
continuas y con la prueba de ¥? o la prueba exacta de
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Fisher en el caso de las variables categdricas. Aquellas
covariables que mostraron diferencias significativas
entre ambos grupos de estudio se incluyeron en los
analisis de regresion logistica multivariada.

Se evalud el equilibrio de Hardy-Weinberg (EHW)
y la distribucion genotipica y alélica de ambos grupos
mediante el método de y2. Se calcularon las fre-
cuencias genotipicas bajo tres modelos de herencia
(dominante, recesivo y codominante) y con éstos se
estimaron las razones de momios (RM) mediante
modelos de regresion logistica multivariados con un in-
tervalo de confianza de 95% (IC 95%). Todo el analisis
estadistico se realiz6 con el programa STATA v12; los
valores de p < 0.05 se consideraron estadisticamente
significativos.

Resultados

Caracteristicas clinicas de los sujetos
de estudio

Al comparar la edad en los dos grupos de estudio no
hubo diferencia significativa (p = 0.14), teniendo una
mediana de 44.5 afos (controles) y 50 afios (casos).
Sin embargo, el indice de masa corporal (IMC) fue
mayor en los casos (mediana de 30.6 kg/m?) que en
los controles (mediana de 26.7 kg/m?). Por el tipo de
disefo del estudio, el género no mostro diferencias en
su distribucion en ambos grupos de estudio al igual que
el lugar de nacimiento. Todos los pacientes con OA de
rodilla fueron clasificados en grado 2 de acuerdo con
la escala radioldgica de Kellgren-Lawrence.

Evaluacién bioquimica

En cuanto a las variables bioquimicas, la Unica que
presentd diferencias significativas entre casos y con-
troles fue la glucosa, siendo mayor en los casos que
en los controles (mediana de 99.0 mg/dL en casos y
78.9 mg/dL en controles; p < 0.02), aunque la mediana
de ambos grupos se ubica dentro de los valores de
referencia (Cuadro I).

Distribucion de los SNPs

Los dos polimorfismos evaluados del gen ROMOL se
encontraron en EHW (p > 0.05) en ambos grupos de
estudio. Para el polimorfismo rs6060565 fue posible
apreciar una mayor frecuencia en el grupo control del
genotipo heterocigoto (C/T), asi como del homocigoto
para el alelo menor (T/T). En contraste, no se observo
ningun portador para el genotipo T/T en los casos, aun
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cuando la diferencia en la distribucion de los genotipos
entre los grupos de estudio no fue estadisticamente
significativa (p = 0.45). Por su parte, el genotipo he-
terocigoto (G/C) del polimorfismo rs6060567 también
fue mas frecuente en controles que en casos, pero el
genotipo homocigoto (C/C) para el alelo menor fue mas
frecuente en casos que en controles. Asimismo, la distri-
bucién de los genotipos entre casos y controles del SNP
rs6060567 no fue significativa (p = 0.65) (Cuadro ).

Al calcular las frecuencias alélicas de ambos po-
limorfismos se detectd una tendencia similar en su
distribucién entre casos y controles que la encontrada
con los genotipos. El alelo menor de ambos SNPs del
gen ROMOL1 fue mas frecuente en los controles que
en los pacientes con OA; aunque esta diferencia no
fue estadisticamente significativa (Cuadro II).

En el cuadro 1l se muestran las RM de los dos
polimorfismos estudiados ajustados por edad, IMC,
glucosa en suero y lugar de nacimiento. El analisis
de asociacion se realizé bajo los tres modelos de
herencia, asi como por alelo de cada polimorfismo.
Dada la baja frecuencia del genotipo T/T del polimor-
fismo rs6060665 no fue posible realizar el analisis
de regresion logistica multivariada con el modelo de
herencia recesivo. Tanto para el genotipo heterocigo-
to C/T como para el modelo de herencia dominante
(C/T + T/T) del polimorfismo rs6060565 se encontro
una asociacion negativa con la OA de rodilla (RM =
0.78, 1C 95% = 0.31-1.96 para el genotipo C/T; y RM =
0.66, IC 95% = 0.25-1.80 para el modelo de herencia
dominante), aun cuando ésta no fue estadisticamente
significativa en ninguno de los dos casos. De igual

Cuadro 1. Descripcién de la poblacién de estudio.

Controles Casos
(n =70) (n =70) p

Edad (afos)

Mediana (RI) 44.5 (10) 50.0 (11) 0.142
IMC (kg/m?)

Mediana (RI) 26.7 (6.20) 30.6 (6.74) < 0.01°
Ac. Urico (mg/dL)

Mediana (RI) 6.0 (2.5) 5.7 (1.3) 0.08*
Colesterol (mg/dL)

Mediana (RI) 205.1 (58.7) 199.5 (35) 0.322
Glucosa (mg/dL)

Mediana (RI) 78.9 (43.8) 99.0 (15.7) < 0.02°
Triglicéridos (mg/dL)

Mediana (RI) 134.0 (115.3) 151.4 (88) 0.76*
Género (%)

Femenino 85.7 83.3 0.69°

Masculino 14.3 16.7
Lugar de nacimiento (%)

Area metropolitana 75.4 87.7 0.09¢

de la Ciudad de México

Otros estados 24.6 12.3

El texto en negritas denota significancia estadistica.

2 Valor de p obtenido de la prueba de U de Mann-Whitney.
b Valor de p obtenido de la prueba de 2.

< Valor de p obtenido de la prueba exacta de Fisher.

RI= Rango intercuartil.
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forma, las RM observadas para el genotipo heteroci-
goto G/C (RM = 0.74, 1C 95% = 0.27-2.02) como para
el modelo dominante (G/C + C/C) del polimorfismo
rs6060567 (RM =0.82, IC 95% = 0.33-2.01) no fueron
estadisticamente significativas.

No obstante, estas asociaciones mantuvieron la
misma direccion de la asociacion que la observada
con el polimorfismo rs6060565. Esto es consistente
con las RM resultantes del analisis por alelo, en el
que se obtuvo una RM de 0.64 con el alelo menor
T del polimorfismo rs6060565 y una RM de 0.9 con
el alelo menor C del polimorfismo rs6060567; sin
embargo, estas asociaciones no fueron estadistica-
mente significativas, incluso en el analisis por alelo
(Cuadro 111).

Discusion
La evaluacidn de los polimorfismos de regiones intré-

nicas rs6060565 y rs6060567 del gen ROMO1 sugiere
un potencial papel protector en el desarrollo de OA. La

Cuadro Il. Frecuencias genotipicas y alélicas

para los polimorfismos del gen ROMO1.

Controles Casos
Genotipo n = 70 (%) n =70 (%) p*
rs6060565
C/C 47 (67.1) 51 (72.9) 0.45
C/T 21 (30) 19 (27.1)
T/T 2 (2.9) 0 (0.0
Alelos
C 115 (82.1) 121 (86.4) 0.41
T 25 (17.9) 19 (13.6)
EHW 0.99 0.34
rs6060567
G/G 46 (65.7) 50 (71.4) 0.65
G/C 22 (31.4) 17 (24.3)
c/C 2 (2.9) 3 (4.3)
Alelos
G 114 (81.4) 117 (83.6) 0.75
C 26 (18.5) 23 (16.4)
EHW 0.37 0.99

2 Valor de p obtenido de la prueba exacta de Fisher.
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falta de significancia en las asociaciones observadas
entre los polimorfismos de las regiones intrénicas del
gen ROMOL1y la OA de rodilla puede deberse al nime-
ro de pacientes y controles incluidos en este estudio,
ya que en otras patologias con cohortes mayores ha
sido posible detectar una asociacion. A la fecha, poco
se sabe sobre el papel de estos polimorfismos en la
fisiopatologia de la OA, pero también son pocos los
estudios realizados que los han evaluado.

Wu et al. analizaron los polimorfismos rs6060566 y
rs6060567 del gen ROMO1 en pacientes chinos con

Cuadro lll. Razones de momio para los

polimorfismos del gen ROMO1 y OA de rodilla.

Razones Intervalo
de de confianza

Genotipo momio® al 95% p
rs6060565

c/C 1

C/T 0.78 0.31-1.96 0.60

/T 1.56 0.09-27.07 0.76

C/T + T/T¢ 0.66 0.25-1.80 0.42
Alelos

C 1

T 0.64 0.26-1.54 0.32
rs6060567

G/G 1

G/C 0.74 0.27-2.02 0.55

C/C --- --- ---

G/C + C/cd 0.82 0.33-2.01 0.66

c/C 1.71 0.10-28.94 0.71
Alelos

G 1

C 0.90 0.42-1.94 0.79

2 Razones de momio ajustadas por edad, IMC, glucosa
sérica y lugar de nacimiento.

4 Modelo de herencia dominante. El genotipo de
referencia lo constituye el genotipo homocigoto para el
alelo mas frecuente para cada polimorfismo (C/C para

el polimorfismo rs6060565, y G/G para el polimorfismo
rs6060567).

"Modelo de herencia recesivo. El genotipo de referencia
lo constituye el genotipo homocigoto para el alelo menor
y el genotipo heterocigoto (G/G + G/C).
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cancer gastrico y determinaron que ambos polimorfis-
mos estaban asociados al desarrollo de esta patologia
(genotipo T/C, p = 1.48 x 10, RM = 1.82; genotipo
G/C,p=1.07x10*, RM = 1.85, respectivamente).?” Es
probable que la presencia de estos polimorfismos des-
regule la produccién de ERO y altere la homeostasis
6xido-reduccidn (redox) intracelular dafiando el ADN
y por ende, contribuyendo al desarrollo y progresion
del cancer gastrico.

Por su parte, Petrovic et al. evaluaron el papel
del polimorfismo rs6060566 en pacientes diabéticos
(tipo 2) con y sin retinopatia diabética y descubrieron
una asociacioén positiva del genotipo C/C en aquellos
pacientes con retinopatia (RM = 3.3, p = 0.024).28
Por su caracter intrénico, dicho genotipo podria estar
asociado a un splicing alternativo y afectar la expre-
sion de Romo1, lo que genera un desbalance entre la
sintesis y remocion de ERO (situacidn que propicia la
acumulacion de ERO a nivel celular ocasionando dafio
a nivel de ADN) en patologias que cursan con estrés
oxidante cronico, tales como la retinopatia diabética
y otras enfermedades crénico-degenerativas como la
OA.14,15,17,18

En un estudio comparativo sobre los efectos no-
civos de ERO y ON en OA y artritis reumatoide (AR)
se postula que hay una mayor actividad del ON para
modular la funcién de los condrocitos en OA que en
AR, ya que el ON inhibe la sintesis de proteoglicanos
para mantener la homeostasis de la matriz extrace-
lular.?® Por otra parte, se ha observado que las ERO
disminuyen la expresion de genes proinflamatorios,
asi como de genes que contribuyen al mantenimiento
del cartilago articular.30%t

Conclusiones

Este es el primer reporte que describe la participa-
cion de SNPs del gen ROMO1 en la OA de rodilla
en nuestra poblacidén; no obstante, estos resultados
preliminares se vieron limitados por el tamafio de
la muestra y porque solo se evaluaron dos poli-
morfismos de una regidn intrénica. Para ampliar el
conocimiento sobre la participacion de ROMOL1 en
la OA sera necesario incrementar el tamafo de la
muestra, explorar otras variantes que se localicen en
regiones promotoras y/o exénicas y de ser preciso,
analizar muestras de pacientes con OA de diferentes
regiones geograficas de nuestro pais. Por ultimo,
para complementar estos estudios valdria la pena
evaluar la expresidn génica y proteica de Romo1 en
cartilagos de pacientes con OA y poder determinar
el papel que éste juega en la OA.
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