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Resumen

Fundamento y objetivo

Determinar la posible relacion entre los genotipos Val158Met del gen COMT vy la
severidad del sindrome de fibromialgia (FM).

Pacientes y método

El estudio incluyd 110 pacientes de edades comprendidas entre 45 y 55
diagnosticados de FM (ACR 1990) y 110 muestras de controles sanos sin dolor ni
fatiga anormal (Banco Nacional de ADN). Como medida de gravedad de la
fibromialgia se utilizd el Cuestionario de Impacto de Fibromialgia (FIQ),
estableciéndose el valor FIQ=70 para determinar FM severa, criterio que cumplieron el
35,5% de pacientes. Los polimorfismos se analizaron mediante técnicas de PCR
estandar. Todos los grupos cumplian el equilibrio de Hardy-Weinberg.

Resultados

La frecuencia del genotipo Met/Met es mas baja en controles (20,9 %) que en casos
(34,5 %) mientras que la de Val/Val es mas alta en controles (30,9 %) que en casos
(20,0 %), siendo las diferencias observadas significativas (p=0.048). Los valores
medios de FIQ son mas altos en los genotipos Met/Met (71.67) y Val/Met (68.27) y
mas bajos en el genotipo Val/Val (58.93). El test de Tukey de comparaciones multiples
indica que los valores de FIQ presentan diferencias significativas cuando se compara
Met/Met / Val/Val (Tukey, p<0.001) y Val/Val / Val/Met (Tukey, p=0.003).
Conclusiones

Nuestros resultados parecen indicar que el genotipo Met/Met esta asociado a cuadros

clinicos de FM mas graves.

Palabras clave: fibromialgia, genetica, Catecol O-Metiltransferasa (COMT), indice de

severidad de la enfermedad, polimorfismo.
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Relationship between genotypes of the COMT gene and
the severity of fibromyalgia.

Abstract

Introduction
We determine the possible relationship between the Val158Met genotypes of the

COMT gene and the severity in fibromyalgia (FM) syndrome.

Patients and methods

The study included 110 patients aged between 45 and 55 diagnosed with FM (ACR
1990) and 110 control samples with no pain and no abnormal fatigue (National DNA
Bank —Spain-). In order to measure the severity of the fibromyalgia, the Fibromyalgia
Impact Questionnaire (FIQ) was used, establishing the value FIQ=70 in order to
determine severe FM, a criteria met by 35.5% of patients. The polymorphisms were
analysed using standard PCR techniques. All the groups met the Hardy-Weinberg

equilibrium.

Results

The frequency of the Met/Met genotype is lower in controls (20.9 %) than in cases
(34.5 %) whereas the Val/Val genotype is higher in controls (30.9 %) than in cases
(20,0 %), with significant observable differences (p=0.048). The average FIQ values
are higher in the Met/Met genotypes (71.67) and Val/Met genotypes (68.27) and lower
in the Val/Val genotype (58.93). Tukey's multiple comparison test indicates that the
FIQ values present significant differences when a comparison is made of Met/Met /
Val/Val (Tukey, p<0.001) and Val/Val / Val/Met (Tukey, p=0.003).

Conclusions
Our results appear to indicate that the Met/Met genotype is associated with more

serious FM symptoms.

Keywords: fibromyalgia, genetics, Catechol O-Methyltransferase (COMT), lliness

Index Severity, polymorphism.
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Introduccion

Los estudios realizados en los ultimos afios han confirmado la observacion clinica de
que existen grandes diferencias individuales en la sensibilidad y tolerancia a la
sensacion dolorosa. Hoy la evidencia apunta a que estas variaciones fenotipicas son
el reflejo de diferencias a nivel genético’.

La fibromialgia (FM) se define, segun los criterios de clasificacion de caso del
American College of Rheumatology de 1990, como un sindrome de dolor generalizado
de mas de tres meses de evolucidén y que, a la palpacién digital con una fuerza de 4
Kg., revela unos puntos dolorosos caracteristicos®. Se asocia frecuentemente a otros
procesos como el sindrome de intestino irritable, vejiga irritable, dolor pélvico crénico,
cefalea, disfuncion temporomandibular, sindrome de piernas inquietas y sensibilidad
quimica multiple®. En Espafa afectaba en el afio 2000 al menos a un 2,4% de la
poblacion general de forma casi exclusiva a mujeres®.

Aunque la causa es desconocida, esta ampliamente aceptada la presencia de una
alteracion en la percepcion del dolor siguiendo un modelo complejo de “sensibilizacion

central™

en el que participarian diversas alteraciones en la respuesta del eje
Hipotalamo-Hipofisario-Suprarrenal® y una regulacién anormal del Sistema Nervioso
Simpatico’. El enzima catecol-O-metiltransferasa (COMT) interviene de forma
significativa en la inactivacién de las catecolaminas, a través de la transferencia de un
grupo metilo de la S-Adenosilmetionina a la dopamina, noradrenalina y adrenalina y
secundariamente la sintesis de neuropéptidos como las dinorfinas, betaEndorfinas y
encefalinas®. El gen codificador del enzima tiene el mismo nombre (COMT) y se ubica
en el cromosoma 22, en concreto en la region 22q11.1-229g11.2. Este gen (GenBank
N°: Z26491) contiene un polimorfismo en el codén 158 con la sustitucion de la base
purinica Guanina por Adenosina. Esta transicion de un solo nucleétido condiciona el
reemplazo del aminoacido Valina (Val) por Metionina (Met) en el enzima que codifica
el gen, dando lugar al llamado Val158Met (rs4680). Es ampliamente aceptado que la
variacién genética en el codon 158 del gen COMT es la principal causa de alteracion
de la funcién enzimatica en humanos. Los genotipos y los alelos COMT se relacionan
con los niveles de actividad enzimatica del enzima COMT, de tal forma que el
genotipo Val/Val condiciona la maxima actividad (COMT H-H), Val/Met la intermedia
(COMT H-L) y Met/Met la mas baja ( COMT L-L, de 3 a 4 veces menor actividad)®. La
distribucion de estos genotipos ha sido analizada en diversas poblaciones (OMIM

www.ncbi.nlm.nih.gov/omim).
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Tanto los genotipos del gen COMT como los alelos y determinados haplotipos han
sido relacionados con diversas enfermedades y circunstancias clinicas, como los
trastornos de ansiedad, la migrafia, la adiccion a la nicotina y las respuestas alteradas
en la metabolizacion de algunos farmacos antidepresivos, entre otras, asi como con la
sensibilidad al dolor en personas sanas’  y con la FM'®'? | en cambio no parecen
tener relacién con modelos reconocidos de dolor neuropatico'.

La agregacion familiar de la FM ha sido puesta de manifiesto a través de muchos
estudios y sugiere que dicha agregacion es debida esencialmente a factores
genéticos'°.

La estratificacion de la severidad de la FM, su pronéstico y el intento de clasificaciéon
en subgrupos han adquirido especial relevancia'’ ante la habitual utilizacién de
criterios de clasificacién de casos como criterios de diagnéstico clinico™ y la alta
prevalencia del sindrome en un contexto de masiva reivindicacion juridico-social.

El Cuestionario de Impacto de Fibromialgia (Fibromyalgia Impact Questionnaire - FIQ)
es un cuestionario autoadministrado de muy rapida realizacion (3-5 minutos) que
constituye el “patrén de oro” en la valoracion de la severidad del impacto del sindrome

en un enfermo concreto en un momento dado'%*

, valorandose caracteristicas como:
dolor, fatiga, capacidad de trabajo (externo o doméstico), discapacidades, sensacion
de bienestar, rigidez, ansiedad y depresion, a través de 10 escalas que se valoran
independientemente o en conjunto de forma homogénea del 0 al 100 (maxima
afectacién), mediante una férmula actualizada en 2002 que lo permite incluso si el
paciente no responde a todas las cuestiones?'.

El presente trabajo analiza la relacion entre FM y genotipos COMT desarrollando la
hipétesis de que determinados genotipos que condicionan baja actividad enzimatica

pueden tener relacion con la severidad de la FM medida con el valor absoluto del FIQ.

Pacientes y Métodos

Casos / controles

Para este trabajo de casos y controles, que cumple las normas éticas de la
Declaracién de Helsinki de la Asociacién Médica Mundial y todas sus enmiendas,
incluyendo las de Edimburgo de 2000, se seleccionaron 110 pacientes (103 mujeres y
7 varones), de edades comprendidas entre 45 y 55 afios, diagnosticados en base a
los criterios de 1990 del American College of Rheumatology? que acudieron a nuestro
servicio de reumatologia (Clinica CIMA) de forma sucesiva y prestaran su

consentimiento informado por escrito para el estudio.
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Como controles se solicitaron muestras de ADN de 110 personas sanas, sin dolor y
sin fatiga (en base a los cuestionarios del Banco Nacional de ADN), de la misma
franja de edad y proporcion de género al Banco Nacional de ADN (Universidad de
Salamanca —Espafa- www.bancoadn.orq).

El Comité Etico del Banco Nacional de ADN aprobé el estudio en fecha 25/11/2005

con el numero 0002 de su protocolo.

Genotipado

El ADN se extrajo de las células de sangre periférica de los enfermos utilizando un kit
Quiamp (Quiagen-Alemania) y se recibi6 ya extraido en los controles sanos
procedentes del Banco Nacional de ADN.

Los genotipos COMT Val158Met se determinaron mediante amplificacion por
Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR) utilizando métodos ya
exhaustivamente?. La PCR se realizé sobre un volumen total de reaccion de 25 pl
conteniendo 1 TAQ buffer (Boehringer Mannheim) , 2 uCi (a*P) dCPT (New England
Biolabs), 200 uM dNTPs (250 uM dATP, dGTP y dTTP y 25 uyM dCPT), 1uM de
iniciadores (5'-GCC CGC CTG CTG TCA CC-3'y 5-CTG AGG GGC CTG GTG ATA
GTG-3") directo e inverso respectivamente, 2 unidades de Tag ADN polimerasa
(Boehringer Mannheim) y 100 ng de ADN genomico. La PCR se realizé siguiendo
ciclos estandar para desnaturalizacion, alineacion y amplificacion (5’ a 94°C seguido
de 35 ciclos de 30" a 95°C, 30’ a 55°C y 40’ a 72°C). Para la digestion del fragmento
resultante de 238 pares de bases se utilizé Nlalll como enzima de restriccion (New
England Biolabs) durante un minimo de 3 horas a 37°C de los productos amplificados.
Los fragmentos de restriccion se diluyeron y se separaron por electroforesis en gel de
agarosa al 3% a temperatura ambiente, se visualizaron bajo luz ultravioleta y se
codificaron de acuerdo con la longitud del producto de la PCR. Todas las detecciones
se realizaron por duplicado para asegurar su reproductibilidad y minimizar posibles
errores y se incluyd un control negativo en cada prueba.

Se solicitd a los pacientes que cumplimentasen el Cuestionario de Impacto de
Fibromialgia (FIQ) en su versién validada en castellano® y se cuantificé por dos
evaluadores para minimizar cualquier posible error, el resultado total del mismo con la
correccion del 2002, en base a una escala 0-100, siendo 100 la maxima afectacion.
Todos los pacientes seleccionados cumplimentaron el cuestionario y permitieron la
realizacién de la extraccién de sangre. Todas las muestras de sangre pudieron ser

procesadas y se extrajo suficiente ADN para el estudio.
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Se tabularon los genotipos COMT en los controles y genotipos y valor total FIQ en los
casos. Se utilizé el valor recomendado de corte de FIQ =70 para calificar al paciente

como “severamente afectado” 2.

Analisis Estadistico

Las frecuencias genotipicas de los grupos considerados Control, Casos, Casos
FIQ<70 y Casos FIQ=70 fueron utilizadas en los tests exactos?*, que permiten evaluar
la conformidad con las premisas del equilibrio de Hardy-Weinberg y también en la
realizacion de los tests exactos de diferenciacion entre grupos®. Estos andlisis fueron
efectuados utilizando el programa Arlequin V.3%.

Para el estudio y comparacion de los valores de FIQ entre genotipos, se ha evaluado,
en primer lugar, si la variable FIQ sigue una distribucion normal. Posteriormente se
han utilizado medidas descriptivas, acompafadas de comparaciones entre grupos.
Dichas comparaciones se han efectuado por intermedio del ANOVA seguido del test
de Tukey para comparaciones multiples. Para la realizacién de estos analisis se ha
utilizado el programa estadistico SPSS V. 12.01 (SPSS inc., 2003).

En todos los andlisis fue considerado un nivel de significacion del 5%.

Resultados

Caracterizacion del polimorfismo COMT Vall58Met en controles y casos

La tabla 1 muestra las frecuencias de los genotipos del polimorfismo COMT
Val158Met en controles y casos, considerando el total de individuos y separados por
grupo FIQ<70 y FIQz70. En todos los grupos y subgrupos considerados las
frecuencias estan de acuerdo con el tedrico previsto por el equilibrio de Hardy-
Weinberg (Control: p=0.848; Casos: p=0.442; Casos FIQ<70: p=0.477; Casos FIQ270:
p=0.690).

Como se observa en la tabla 1, la frecuencia de Met/Met es mas baja en controles
(20,91 %) que en casos (34,55 %) mientras que la de Val/Val es mas alta en controles
(30,91 %) que en casos (20,00 %), siendo las diferencias observadas significativas
(Tabla 2). Asimismo, puede observarse que hay diferencias entre casos FIQ<70 y
FIQ=70 que también son significativas (Tabla 2), siendo la frecuencia de Met/Met casi
el doble en caso con FIQ=70. La comparacion Control/Casos FIQ<70 evidencia la
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semejanza de las frecuencias de los dos grupos (Tabla 2), al revés de la comparacion
Control/Casos FIQ=70 que demuestra la existencia de diferencias significativas en las

frecuencias de los dos grupos (Tabla 2).

Relacién entre genotipo COMT y valor de FIQ

El valor de FIQ sigue una distribucion normal tanto si se analiza globalmente como
para cada genotipo (Kolmogorov-Smirnov, total: Z=1.242, p=0.091; Met/Met: Z=0.816,
p=0.519; Val/Met: Z=1.053, p=0.217; Val/Val: Z=0.642, p=0.804).

En la tabla 3 se presentan las estadisticas descriptivas para la variable FIQ teniendo
en cuenta los diferentes genotipos. Como se puede observar los valores medios de
FIQ son mas altos en los genotipos Met/Met (71,67) y Val/Met (68,27) y mas bajos en
el genotipo Val/Val (58,00). La comparacién de éstos entre los genotipos indica que
hay diferencias en los valores de FIQ por lo menos entre dos de los genotipos
(ANOVA, F=9.807; p<0.001) y la utilizacion del test de Tukey de comparaciones
multiples indica que los valores de FIQ presentan diferencias significativas cuando se
compara Met/Met / Val/Val (Tukey, p<0.001) y Val/Val / Val/Met (Tukey, p=0.003).

Como se desprende del andlisis de los intervalos de confianza (Fig. 1), es improbable
que la media de FIQ del genotipo Val/Val tenga un valor superior a 70, mientras que
para los genotipos Val/Met y particularmente Met/Met esta probabilidad es mas
elevada. Una impresién grafica mas amplia puede obtenerse con la observacion de la
figura 2 que relaciona la distribucién de los valores del FIQ con los diferentes

genotipos detectados.

Discusion

La alta prevalencia de la FM hace de este sindrome un problema socio-sanitario
complejo?” sobre el que, independientemente del gran interés que ha suscitado en los
ultimos afios en muchos grupos investigadores, existen grandes lagunas de
conocimiento. Se formulan hipétesis que intentan explicar en todo o en parte los
mecanismos fisiopatogénicos del sindrome que, segun todo parece apuntar, sigue un
modelo de enfermedad compleja?®. En este contexto, diversas comorbilidades, signos
y sintomas han sido propuestos dado el interés en estratificar el impacto y la

severidad del sindrome para cada paciente.
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Nuestro trabajo consolida publicaciones previas'' en el sentido de que el genotipo
homocigoto Met/Met, es significativamente mas frecuente en enfermos con FM que en

controles, siendo la magnitud de la asociaciéon muy sélida (p=0,048).

En segundo lugar, se relaciona de forma significativa (p=0,004) el polimorfismo

homocigoto Met/Met con altos valores en el FIQ, dato de potencial relevancia clinica.

El mecanismo de incremento de la percepcién del dolor por la reduccion de la
actividad enzimatica de la COMT no se conoce, aunque se sugieren esencialmente
dos posibilidades, en primer lugar a través de la disminuciéon en la produccién de
encefalinas en algunas regiones del cerebro, con disminucion de la respuesta al
estimulo directo de la sustancia P y en segundo lugar mediante la estimulacién de los
receptores B,.adrenérgicos como resultado de niveles elevados de catecolaminas a

nivel del SNC como ocurre en los modelos animales.

En todo caso seran necesarios futuros trabajos para precisar el mecanismo en los
humanos, aunque se postula que determinados haplotipos que incluyen SNP’s de
efecto sinénimo pueden tener efectos sobre las proteinas que vayan mas alla de los

ahora conocidos a través de un mecanismo de sinergia’.

Como limitaciones a nuestro estudio citaremos que hubiese sido de interés valorar
diferencias entre géneros, cosa que no ha sido posible por la distribucién de la
muestra. La valoracion de la significacion estadistica de las diferentes escalas del FIQ
en relacion a los polimorfismos detectados y el disefio de un estudio lineal y
prospectivo para determinar el valor prondstico del genotipo Met/Met respecto a la

severidad de la FM serian también, en nuestra opinion, interesantes planteamientos.
Conclusiones

Nuestros resultados parecen indicar que el genotipo Met/Met esta asociado a valores
de FIQ mas elevados.
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TABLAS

Tabla 1 - Frecuencias de los genotipos del polimorfismo COMT Val158Met en

controles y casos, considerando el total de individuos y separados por grupo FIQ<70y

F1Q=70.

Casos Casos
Genotipos Control Casos FIQ<70 FIQ=70
N % N % N % N %
Val/Val 34 30,91 22 120,00 | 20 |28,17 2 5,13
Val/Met 53 48,18 50 |45,45 | 32 |45,07 18 | 46,15
Met/Met 23 20,91 38 34,55 19 | 26,76 19 48,72

Tabla 2 — Resultados de los tests exactos de diferenciacién (valores de p), aplicados

para comparar las frecuencias genotipicas entre grupos.

Control Casos Casos FIQ=270 | Casos FIQ<70
Control -
Casos 0.04841 -
Casos FIQ270 0.00020 0.05393 -
Casos FIQ<70 0.68095 0.36208 0.00421 -
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FIGURAS

Figura 1 — Representacion grafica de los intervalos de confianza de la media de FIQ

para cada uno de los genotipos de COMT.

00—
[
[ ) _ —_
T oo
| .
o
g —_—
E il
= R
% 0-
200~
1 1 !
& ] WM W
SHFP

Figura 2 - Distribucién de los valores del FIQ y genotipos detectados.
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