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l. RESUMEN

Introduccion: La variabilidad individual a la percepcion del dolor ha sido estudiada
sin lograr determinar cuéles mecanismos proporcionan las diferencias y la
importancia que tienen los factores genéticos contra los ambientales sobre el

desarrollo de dolor crénico de espalda baja.

Objetivo: Establecer la asociacion del polimorfismo rs6746030del SCN9A con la

percepcion de dolor en pacientes con dolor crénico de espalda baja.

Material y Métodos: Estudio de casos y controles. Casos: pacientes con dolor
cronico de espalda baja que acudan a la consulta externa del INR. Controles:
hospitalarios sin antecedente de cuadros de dolor crénico de espalda baja. Se
aplicara el Cuestionario de Dolor de Mc Gill version corta, asi como recoleccion de
covariables implicadas en la patologia del dolor crénico de espalda baja.
Se realiz6 la deteccion del polimorfismo del gen SCN9A en la poblacion.

Andlisis estadistico: Estadistica descriptiva para resumir los datos. Comparacion
entre grupos mediante t de Student para datos independientes y para variables
cualitativas chi cuadrada (x2). Se realizé un andlisis de regresion logistica no
condicional, estimando la raz6n de momios para la asociacion del polimorfismo del
gen SCN9A a través del exponencial de los coeficientes de regresion en forma
univariada y multivariada. Modelo multivariado con las variables que en el andlisis

univariado mostraron un valor de p < 0.15. El nivel de significancia fue de 0.05.

Resultados: Se incluyeron 132 individuos, 69 casos con D dolor crénico de
espalda baja y 63 controles sanos. La edad promedio de los casos fue de 34.07 +
7.3 afos y de los controles fue de 31.82 + 6.1 afos. La distribucion por sexos para
ambos grupos se muestra en la tabla 1, sin diferencias significativas (p= 0.82).El
analisis mostré desequilibrio de HW en el grupo control (p=0.0367); al hacer el
analisis comparativo de frecuencias de genotipos y frecuencias alélicas no se

encontré una diferencia estadisticamente significativa entre grupos. (p > 0.05).



Igualmente se probd mediante analisis multivariado que no existiera posibles
confusores, sin encontrar diferencias significativas en los alelos y genotipos

estudiados.

Conclusiones: En el presente estudio el polimorfismo rs6746030 del gen SCN9A
no mostré encontrarse asociado al dolor en pacientes con dolor cronico de

espalda baja.



I ANTECEDENTES

El dolor puede considerarse un beneficio evolutivo para proteger a las especies de
sufrir lesion o dafo, sin embargo, cuando se torna persistente e intenso puede
generar un estado de enfermedad por si solo perdiendo su fin primario y
convirtiéndose en una fuente interminable de sufrimiento. Se estima que mas del
60% de la poblacién ha experimentado dolor por al menos un dia durante toda su

vida. (Marina-Camargo et at., 2004).

Segun la Asociacién Internacional para el Estudio del Dolor (IASP, por sus siglas
en inglés), puede definirse como “una experiencia emocional y sensorial
desagradable asociada a un dafio tisular real o potencial, o descrito en términos

de dicho dano” (Verhaakaet al., 1998).

“El dolor es lo que el paciente dice y existe cuando el paciente dice que lo tiene”
(Malleson P et al. 2001). Su estudio va mas alla de las alteraciones fisicas,
siendo un complejo fendmeno multidimensional que constituye una experiencia
subjetiva Unica para cada persona y que se relaciona con multiples factores.

(Holdcroft et al., 2003).

Algunas de las principales razones por la cual el alivio del dolor continta siendo un
reto para el clinico radica en la extensa variabilidad intersujeto sobre la
percepcion al mismo, la propension al desarrollo de dolor cronico y en la respuesta

a los analgésicos. (LaCroix-Fralish, Mogil 2009).



La variabilidad intersujeto ha sido documentada en estudios experimentales y
clinicos sin lograr determinar con seguridad cuales son los mecanismos que en
humanos proporcionan estas diferencias en la percepcion y la importancia relativa
que tienen los factores genéticos contra los ambientales sobre el desarrollo de
dolor cronico. (Lacroix-Fralish et al., 2009). Por ejemplo, es bien conocida la
asociacion de sindromes de dolor crénico posteriores a un trauma o infeccion
especifica (ej. sindrome de dolor central posterior a un evento vascular cerebral,
neuralgia pos herpética después de una infeccion por herpes zoster), sin embargo,
las investigaciones consistentemente demuestran que solo una pequefia
proporcion de la poblacién desarrollard estos cuadros de dolor probablemente
relacionado a factores intrinsecos, tal vez genéticos. (Andersen et al., 1995; Cluff
et al., 1998).

Multiples modelos genéticos, primordialmente murinos, se han utilizado para el
estudio del dolor. A través de la crianza de cepas con diversas caracteristicas
relacionadas al dolor y el estudio de sus descendientes, se ha determinado una
heredabilidad (h?) para la nociocepcion con rangos que van de 28 a 76%, lo cual
sugiere la existencia de factores genéticos relacionados. (Mogil et al., 1996;
Lacroix et al., 2009).

A partir de las investigaciones en modelos animales se ha propuesto una serie de
“‘genes del dolor”, incluso existe una base de datos disponible via electronica
donde se pueden consultar las investigaciones sobre dolor y genética en modelos
animales (LaCroix-Fralish, 2007; http://www.jbldesign.com/jmogil/enter.html)

El estudio de los genes asociados al dolor en humanos esta aun en desarrollo y

son pocos los genes identificados a la fecha (Diatchenko L et al., 2005).



Existen algunos estudios en gemelos con resultados variables, lograndose
demostrar una h? con rangos que van desde el cero (Michalowicz et al, 2000)
hasta el 68% (McGregor et al, 2004; Norbury et al., 2007; Fejer et al., 2006). Es
importante resaltar que estas investigaciones han sido realizadas primordialmente
en etnias caucasicas, lo cual podria no ser aplicable todas las poblaciones
(Edwars 2001, Campbell 2008).

Los genes involucrados en la percepcion al dolor en humanos han logrado ser
identificados estudiando enfermedades poco frecuentes, como la Insensibilidad
Congénita al Dolor y el Dolor Patolégico, entre otras (Lacroix 2009). Asi
mismo,,mediante estudios de asociacion genética, se han identificado varios
genes en enfermedades mas comunes y su relacién con la percepcion o respuesta
al dolor. (Lacroix 2009).

Entre estos ultimos estudios, destacan los efectos clinicos de las mutaciones del
gen SCN9A (Cox 2006, Fretleman 2006, Yang 2004, Estacién 2008). Este gen se
localiza en el cromosoma 2g24.3, contiene 26 exones y codifica la subunidad a del
canal de sodio activado por voltaje Navl.7. Tiene un papel critico en la
generacion, amplificacion y conduccién de los potenciales de accion originados en
los nociceptores, y sus mutaciones tienen diversos efectos clinicos tales como la
eritermalgia primaria y la insensibilidad congénita al dolor, entre otras patologias.
(Michels et al., 2005; Raymond et al., 2004 Waxman 2005, Rush 2006). (Ver
Figura 1y 2 en anexos).

Reimann et al, describio una interesante asociacion entre la presencia de un
polimorfismo del gen SCN9A con el dolor; el rs6746030 (A/G), encontrando al

alelo A como de riesgo para presentar una alteracion en los umbrales al dolor



(p=0.0158). Esto fue replicado en 6 cohortes con diferentes tipos de dolor entre las
cuales se encontraban patologias de columna (dolor post disectomia, radiculopatia
lumbosacra, ciatica). Este SNP (por las siglas en inglés de Single Nucleotide
Polymorphism) esta localizado en el exdon 18 y el alelo A produce un cambio de
triptofano por arginina en la posicion 1150 del Nav 1.7 (Navl.7-R1150W)
(Reimman et al, 2010).

El Dolor crénico de Espalda Baja (DCEB) es un problema de salud publica mundial
y a pesar de varias décadas de investigacion sobre las causas, persiste mucha
confusién en cuanto a los factores que influyen en el desarrollo y cronicidad del
cuadro, como en la respuesta individual a los tratamientos disponibles. (Harvitgsen
2004).

Practicamente todos los individuos sufriran un episodio de Dolor Bajo de Espalda
(DBE) en algin momento de su vida (80 a 90%) y hasta un 40% de la poblacion
sufrira un evento de ciatica relacionado a problemas de columna, (Covarrubias
2010, Waxman 2000)sin embargo, no existe una correlacion lineal entre el dolor
referido por el paciente y las alteraciones anatomo-patoldgicas halladas, y es
posible llegar a un diagndstico etioldgico solo en 10 a 20% de los casos de DEB.
Alun mas significativo es que se calcula que hasta un tercio de la poblacion puede
presentar de manera asintomatica alteraciones en estudios de imagen de
columna, reportandose evidencia de hernias de disco en personas de 20-39 afios,
40-60 afnos, y mas de 60 afos de edad en aproximadamente 21%, 22% y 36%,
respectivamente.(Filler AG et al, 2005).

La mayoria de los estudios previos sobre el DEB se basan en los factores

ambientales como la principal causa de dolor; sin embargo, estudios recientes
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sobre la susceptibilidad genética al dolor han tomado un papel importante en el
entendimiento de las enfermedades de la columna. (Hartvigsen J, 2003, 2004). La
contribucion genética al dolor de espalda en la actualidad es en gran parte
desconocida y los resultados de los estudios en gemelos son controversiales. Un
estudio danés encontré en un disefio de casos y controles que la exposicion al
trabajo fisico era probablemente mas importante que los genes hallados en
gemelos en el DBE (Hartvigsen 2003). En contra parte, Bengtsson y Thorson,
reportaron mayor concordancia de DBE en gemelos monocigoticos en
comparacion con gemelos dicigéticos. (Bengtsson 1991). Otro estudio llevado a
cabo en 223 pares de gemelos encontré una moderada asociacion de los factores
genéticos en la presentacion de DEB para los pacientes masculinos, sin encontrar
dicha asociacion para las mujeres (concordancia en monocigotos de 0.35 con IC
0.27 - 0.43, dicigotos 0.24 con IC 0.18 - 0.30, heredabilidad estimada para
hombres 0.27 IC 0.03 - 0.51 y mujeres -0.08 IC -0.28 a -0.12). (Hartvigsen 2005).
Siendo el dolor el principal motivo de consulta médica, y frecuentemente, la
principal medida de desenlace satisfactorio cuando se instala un tratamiento, es
ocasionalmente frustrante -para el paciente y el médico- no obtener los resultados
deseados en el control del mismo, obligandonos a investigar los procesos que
ocasionan dolor en la poblacion en general, y cuales factores realmente
determinaran un pronostico de mejoria.

A la fecha no se conoce las posibles asociaciones en nuestra poblacion del
polimorfismo del gen SCN9A y su influencia en la percepcion al dolor en pacientes

con DCEB, lo cual representa un nuevo horizonte en su estudio.
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Il JUSTIFICACION

El DCEB es la segunda causa de atencion médica en los paises industrializados.
Es causa de discapacidad cronica, deterioro en la calidad de vida y afecciones en
multiples esferas de los pacientes, sus familiares y la sociedad; condicionante de
pérdidas millonarias de la economia (Breivik et al., 2006; Elliott et al., 1999;
Andersson et al., 1999). Tiene gran impacto sobre la calidad de vida de los
pacientes afectando su estado de animo, personalidad y relaciones sociales,
generando fatiga y disminucién de la funcion fisica general y limitando la ejecucion
de las actividades de la vida diaria (AVD).

A pesar de la constante investigacion en el campo de la prevencién y tratamiento
de las patologias de columna, el progreso sobre el control efectivo del dolor y el
entendimiento de los mecanismos que regulan las diferencias en la percepcion
individual al dolor son insuficientes. La necesidad constante de ofrecer un
tratamiento efectivo para abolir o disminuir los sintomas asociados a los cuadros
de dolor lumbar crénico nos obliga a analizar todas las posibles causas asociadas
y que determina su gravedad, para en un futuro de ser posible, disefiar
tratamientos efectivos contra el dolor.

El encontrar un marcador biolégico asociado a la percepciéon del dolor en DCEB
elevaria la posibilidad de detectar casos que tengan una tendencia a desarrollar
cuadros cronicos y tomar medidas preventivas. En el Instituto Nacional de
Rehabilitacion (INR) contamos con los recursos humanos y materiales que nos
permiten realizar dicha investigacion, asi como con la poblacion que es interés de

este estudio, al ser un centro de referencia nacional; ignorar esta necesidad tiene
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un impacto directo en la calidad de vida de los pacientes, asi como en los costos

de atencion médica.

V. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA
¢ Existe asociacion del polimorfismo rs6746030 del gen SCN9A y la percepcion al

dolor en pacientes con DCEB?

V.  HIPOTESIS
El polimorfismo rs6746030 del gen SCN9A mostrard una asociacion directa con el

dolor en pacientes con DCBE.

VI. OBJETIVO

Establecer la asociacion del polimorfismo rs6746030 del SCN9A con la

percepcion de dolor en pacientes con DCEB.

VIl.  METODOLOGIA

Disefio del estudio: Estudio de casos y controles no pareado.

Descripcion del Universo: Pacientes con diagnostico clinico de DCEB de la

consulta del servicio de Rehabilitacion de Columna del INR.

Criterios de seleccion de la muestra:

a) Criterios de seleccion de los casos



13

Criterios de inclusion.

e Sexo masculino y femenino.

e De 18 a 45 afos.

e Presencia de dolor lumbar cronico de tipo mecanico.

e Mestizos mexicanos (al menos 3 generaciones nacidas en el pais).
Criterios de exclusion.

e Dolor lumbar de tipo No mecanico.

e Antecedente de cirugia lumbar.

e Datos clinicos de radiculopatia lumbar.

e Datos radiolégicos de espondilolistesis, escoliosis, fractura vertebral.

e Polineuropatia de cualquier tipo primordialmente diabética.

e Enfermedades neuromusculares.

e Analfabetas.

e Portadores de algun otro tipo de Dolor crénico superior a 12 semanas.

b) Criterios de seleccion de los controles

Criterios de inclusion.
e Sexo masculino y femenino sin antecedente de DCEB.
e De 18 a 45 afos.

e Mestizos mexicanos (al menos 3 generaciones nacidas en el pais).

Criterios de exclusion.
e Antecedente de cirugia lumbar.

e Polineuropatia de cualquier tipo primordialmente diabética.
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e Enfermedades neuromusculares.

e Datos radiolégicos de espondilolistesis, escoliosis, fractura vertebral.
¢ Analfabetas.

¢ Que sean familiares de los casos seleccionados.

e Portadores de algun otro tipo de Dolor crénico superior a 12 semanas.

Tamafo de la muestra

El tamafio de muestra se calculé con base en la formula para un estudio de casos
y controles no pareado (Schlesselman JJ, 1982) y tomando en cuenta la
prevalencia de 14.2% del polimorfismo del gen SCN9A en sujetos controles
(Valdes 2011). Se muestran los resultados de la muestra necesaria por grupo de

acuerdo a distintos panoramas.

R Zao zp N

2 1.96 1.28 291
2.5 1.96 1.28 157
3 1.96 1.28 104

Donde:

o= Probabilidad de error tipo |

B = Probabilidad de error tipo Il

R = Riesgo minimo que interesa demostrar
N = Numero de casos con 1 control por caso

Se utilizo la siguiente férmula:

N = [ZaV2pq + ZBV (D101 + P0d0)]1*(2 )/ (p1 — p0)?
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Donde:

p1= PoRI[1+po(R-1)] y: p= 1/2 (P1 + Po)G=1-pg1=1-p1go=1—po

DEFINICION OPERATIVA DE LAS VARIABLES

VARIABLE DEPENDIENTE

Dolor Crénico de Espalda Baja (DCEB): Fue definido clinicamente, mediante
interrogatorio y exploracion fisica y con estudios radiograficos. Los pacientes con
DCEB fueron aquellos con una descripcion del cuadro segun la siguiente
definicion: “dolor o molestia localizada por debajo del margen costal inferior y por
arriba del pliegue inferior glateo, que puede o no ser referido a miembros pélvicos,
con una duracion superior a 12 semanas (Airaksimen O et al., 2006).

Los controles fueron pacientes que no reportaron antecedente de un cuadro de
dolor persistente por mas de 3 meses de evolucién en la region descrita
previamente.

Dolor. Se categorizo en dos grupos segun la presencia o ausencia de dolor
(casos y controles)

Ademas se aplicd se utiliz6 el Cuestionario de Dolor de Mc Gill en su versién corta
“‘MPQ-SV” en espafol (Anexos). Este instrumento es auto aplicable, ya esta
validado en su version en espafol, y ha sido aplicado en diferentes paises
hispanoparlantes como México, Argentina, Costa Rica, Espafia y Panama
(Bejarano et al., 1985; Masedo et al., 2000;Boreauet al., 1984;Vanderietet al.,
1994). Tiene amplia aceptacion entre los profesionales de la salud y proporciona

una valoracion del dolor desde una triple perspectiva: a) sensorial b) afectivo-
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motivacional, y c) evaluativo. Es la escala de principal eleccién para evaluacion del
dolor crénico. (Serrano-Atero et al.,, 2002). Consta de 15 descriptores (11
sensoriales y 4 afectivos) en los que el paciente puntia de 0 a 3 segun sea su

” 113 ” 13

dolor: “ninguno”, “leve”, “moderado” y “severo”. Incluye el indice de intensidad del
dolor (“PPI”), con respuestas desde “sin dolor’ hasta “insoportable”; y una Escala

visual analoga (EVA), para la valoracion del dolor en el momento actual.

La EVA fue disefiada por Scout Huskinson, en 1976, consiste en una linea vertical
de 10 cm de longitud dispuesta entre dos puntos donde figuran las expresiones
“no dolor” y “maximo dolor imaginable”, el paciente marcara aquel punto de la
linea que mejor refleje el dolor que padece. Su principal ventaja estriba en el
hecho de que no contienen niameros o palabras descriptivas. Su validez para la
medicion del dolor ha sido demostrada en numerosos estudios y su fiabilidad
también ha sido evaluada, encontrandose satisfactoria para la mayoria de los

autores (Price DD, 1983, 1988; Yarnitsky et al., 1996).

Como resultados se obtiene del MPQ SV:

1.- EVA: 0 a 100 mm. Cuantitativa 2. Palabras. Total 0 a 45. (Sensorial 0/33

Afectivos 0/12). Ordinal. 3. PPI. Respuesta seleccionada. Ordinal.

VARIABLE INDEPENDIENTE. Nominal.
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GENOTIPIFICACION DEL GEN SCNO9A: La tipificacion del rs6746030 del gen
SCNO9A se realiz6 con ensayo TagMan siguiendo las instrucciones del proveedor

(AppliedBiosystems)

COVARIABLES.
Se interrogaron y registraron los factores que por su papel sobre el DCEB
pudieran tener influencia en los resultados obtenidos para poder realizar un control

durante el andlisis estadistico. Ver seccidn de anexos.

Procedimientos

Reclutamiento y estudio de los Casos.

l. Identificacion de pacientes candidatos al estudio mediante verificacion
clinica y radiolégica de la presencia de un cuadro de DCEB de la consulta externa
de Rehabilitacion de Columna del Instituto Nacional de Rehabilitacion.
Il. Invitacion al protocolo y firma de Consentimiento informado  (Ver anexos)
Il Llenado de formato de recoleccion de datos.

a. Datos demograficos y clinicos relevantes (Se anexa formato).

b. Aplicacion de Cuestionario de Dolor de Mc Gill.
IV. Analisis genético: Toma de muestra de sangre y determinacion de

polimorfismos.
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Reclutamiento y estudio de los Controles.

l. Invitacion de Controles de Hospitalarios.

Il. Firma de Consentimiento informado  (Ver anexos)

Il. Llenado de formato de recoleccion de datos y evaluacidon en consulta.

a. Datos demograficos y clinicos relevantes (Se anexa formato).

b. Aplicacion de Cuestionario de Dolor de Mc Gill.

IV.  Analisis genético: Toma de muestra de sangre y determinacion de

polimorfismos.

ADN: Se obtuvo de leucocitos de sangre periférica empleando un procedimiento
de saltingout; subsecuentemente se usé PCR para amplificar los fragmentos.

Las reacciones se llevaron a cabo en un termociclador en un volumen total de 50
ul, conteniendo 50mM KCI, 10 mM tris HCI (pH 8.3), 1.5 mM MgCI2, 200 uM de
cada dNTP, 0.2 uM de cada primer, 1.25 unidades de Tag DNA polimerasa y 300
ng de DNA. Después de un periodo inicial de desnaturalizacion de 5 minutos a
940C, un total de 32 ciclos se desarrollaron como sigue: desnaturalizacion por 45
a 940C, primer annealing por 45 segundos a una temperatura especifica para el

iniciador y una extensién del iniciador por 60 segundos a 720C.

Posteriormente se realizé la tipificacion del polimorfismo rs6746030 del gen
SCNO9A con ensayo TagMan para PCR en tiempo real siguiendo las instrucciones

del proveedor (AppliedBiosystems).
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La genotipificaciéon por PCR en tiempo real consiste en la reaccion de replicacion
del DNA in vitro mediante ciclos repetidos para amplificar y simultaneamente
cuantificar la tasa de generacion de los productos especificos en cada ciclo,
mediante la medicion de una onda fluorescente especifica.

Se utilizard una sonda TagMan para el SNP capaz de discriminar la diferencia
entre nucleétidos, marcada con un fluoréforo de diferente longitud de emision y
gue permitira detectar la generacién de cadenas hijas de DNA. La sonda TagMan
tiene una molécula reportera (fluorescente) y una molécula apagadora (quencher)
gue bloquea su emision mientras estén cercanas.

La TagDNA polimerasa también tiene actividad 5-exonucleasa, degradando la
sonda Tagman y separando asi el reportero del apagador.

Dichas mezclas marcadas seran leidas en el termociclador (Rotor-Gene Q 2plex)
gue alberga sensores para medir la fluorescencia tras excitar el fluoréforo a la
longitud de onda apropiada, permitiendo medir la tasa de generacion de los

productos especificos.

VIIl.  ANALISIS ESTADISTICO

Las variables cuantitativas se resumieron obteniendo promedio y desviacion
estandar, la comparacion entre los grupos se realiz6 mediante la prueba de t de
Student para datos independientes. Para las variables cualitativas se realizo chi

cuadrada.
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Debido al disefio de casos y controles se realizé un analisis de regresion logistica
no condicional, estimando la razon de momios para la asociacion del polimorfismo
del gen SCN9A a través del exponencial de los coeficientes de regresion en forma
univariada y multivariada. Para formar el modelo multivariado se tomaron las
variables que en el andlisis univariado mostraron un valor de p < 0.15. El nivel de

significancia alfa fue de 0.05.

IX. CONSIDERACIONES ETICAS.

El estudio se adaptd a los principios cientificos y éticos para la investigacion en
seres humanos de acuerdo a la Declaracion de Helsinki (De Roy PG. Helsinki and

the Declaration of Helsinki. World Med J 2004; 50/1:9-11)

Aungue la toma de muestra sanguinea confiere un riesgo minimo, para incluir a
los casos siempre se procedid a entrevistarse con los pacientes para invitarlos a
participar y sélo se incluyeron cuando dieron su consentimiento.

Se explicé de forma sencilla y comprensiva la naturaleza del estudio y la
necesidad de la toma de muestra sanguinea, sin ejercer ningun tipo de presion
para convencerlos de su colaboracion.

Quienes aceptaron participar en el estudio firmaron una carta de consentimiento
disefiada previamente (Anexos).

Asimismo, cuando se invitaron controles sanos se procedio de la misma forma que
con los casos, y sOlo quienes aceptaron participar ingresaron al estudio, sin

intervenir en su decision y firmando la carta de consentimiento.
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X. RESULTADOS.

a) Caracteristicas demogréficas y antropométricas de la muestra.
Se incluyeron 132 individuos, 69 casos con DCEB y 63 controles sanos.
La edad promedio de los casos fue de 34.07 + 7.3 afos y de los controles fue de
31.82 + 6.1 afos, sin diferencias significativas (p= 0.059). La distribucion por sexos
para ambos grupos se muestra en la tabla 1, sin diferencias significativas (p=

0.82).

En cuanto a las variables antropométricas se realizaron comparaciones del peso,
talla e indice de masa corporal (IMC) en la poblacién de casos y de controles, con
mayores promedios de IMC en los casos, siendo esta diferencia estadisticamente

significativa (p = 0.004). Ver tabla 2.

En cuanto a la escolaridad para el grupo de casos encontramos que la mayoria
era de nivel licenciatura (27 individuos) seguido por preparatoria (20 individuos), y
el resto de nivel secundaria, primaria y posgrado (11, 6 y 5 casos
respectivamente). Para el grupo de los controles el nivel posgrado fue el mas
frecuente (34 individuos) seguido del nivel licenciatura (20 individuos) y el resto de

preparatoria, primaria y secundaria (6, 2 y 1 caso respectivamente).

Respecto al estado civil la mayoria tanto de casos y controles eran solteros (37 y

41 individuos respetivamente), seguido por estado civil casado (22 y 17
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respectivamente) y una minoria de divorciados (2 controles y 4 casos) y union libre

(6 casos y 3 controles).

El lugar de residencia de la mayoria tanto de los casos (64 individuos) como de los
controles (56 individuos) fue el Distrito Federal, y en cuanto al lugar de nacimiento
encontramos igualmente para casos y controles que la mayoria eran originarios
del area metropolitana (38 controles y 53 casos) y el resto distribuidos en estados

del interior de la republica (25 controles y 16 casos).

En la ocupacién encontramos que el grupo de casos reportaba que tanto la
ocupaciéon actual, como el antecedente de haber realizado actividades
consideradas de riesgo para DCEB, se encontraba de manera mas frecuente que

en el grupo de controles, siendo esto estadisticamente significativo (p = 0.03).

Respecto al nivel socioeconémico para el grupo de casos encontramos que la
mayoria era de nivel 3 (40 individuos) seguido del nivel socioeconémico 2 (22
individuos), y una minoria de nivel 1 y 4 (1 y 6 casos respectivamente). Para el
grupo de los controles igualmente el nivel socioeconémico mas frecuente fue el
nivel 3 (30 individuos) seguido del nivel 4 (28 individuos) y nivel 2 (5 individuos) sin

reportar para este grupo nivel 1.

Sobre el antecedente de realizar actividad fisica de manera regular en el momento
del estudio, encontramos que la frecuencia es menor en los casos que en los

controles (p=0.02). Ver tabla 3.
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b) Caracteristicas clinicas de la muestra.

El tiempo promedio de evolucién del DCEB en el grupo de casos fue de 4.9 + 4.92
afios. En la mayoria de los casos no se ubicdé un desencadenante del cuadro
(39.13%) seguido por el dolor asociado a posturas inadecuadas (30.43%) a
trauma de baja energia como contusiones leves (24.64%) y esfuerzos repetitivos
(5.8%).

Los resultados de las escalas de dolor y funcionalidad para el grupo de casos se
muestran en la tabla 4.

Tanto el antecedente de depresion y ansiedad tuvieron frecuencias similares en
ambos grupos sin diferencia. (p=>0.05). Ver tablas 5 y 6.

Sobre el antecedente de tabaquismo no se encontraron diferencias entre grupos,
sin embargo si habia mayor frecuencia en exfumadores durante el interrogatorio
en el grupo de casos en comparacion con los controles, siendo estadisticamente

significativo. p= 0.32.

c) Analisis genético.
Del total de la muestra analizada, la frecuencia del Alelo G en controles fue 90%
contra 92% en casos y la frecuencia del Alelo A fue del 10% en controles contra el
8% en casos. Los Genotipos encontrados en la muestra de controles se distribuyd
de la siguiente manera: para el genotipo AA la frecuencia fue del 3.7%, para el AG
una frecuencia del 12.70% y para el genotipo GG la frecuencia fue del 84.13%. En
cuanto a los genotipos en los casos reportamos las siguientes frecuencias:

Genotipo AG del 15.94%, GG del 84.96%, sin encontrar casos con genotipo AA.
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(Ver tabla 7). El analisis mostré desequilibrio de HW en el grupo control (p=
0.0367); al hacer el analisis comparativo de frecuencias de genotipos y
frecuencias alélicas no se encontré una diferencia estadisticamente significativa
entre grupos. (p > 0.05).

Igualmente se probdé mediante analisis multivariado que no existiera posibles
confusores que alteraran los resultados, incluyendo a la edad, el sexo, el indice
de masa corporal, el antecedente de tabaquismo y el antecedente actividad
deportiva en el analisis al ser los principales factores diferenciados en los grupos
de casos y controles, sin encontrar diferencias significativas en los alelos y

genotipos estudiados. Ver tabla 8.

Xl.  DISCUSION

A pesar de la prevalencia e impacto econémico y social del DCEB, el aspecto
genético del dolor lumbar no ha sido estudiado a profundidad cuando se compara

con las investigaciones realizadas en otras patologias. . (Lacroix 2009).

La gran mayoria de las publicaciones sobre dolor lumbar se enfocan en el aspecto
ambiental, sin embargo la relevancia del presente trabajo es analizar potenciales
factores genéticos relacionados con la respuesta individual al dolor y el

entendimiento en la cronicidad de esta patologia.

En primera instancia, podemos confirmar con los hallazgos de esta investigacion,
que las caracteristicas clinicas de la poblacion incluida concuerdan con la

literatura internacional, donde se menciona que el DCEB afecta primordialmente a
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personas en edad econOmicamente activa, solteros y del sexo femenino. Solo
reportamos diferencias en que los sujetos de estudio tenian en promedio mayor
nivel educativo y socioecondmico, lo cual pudiera explicarse porque son
residentes del area metropolitana (teniendo acceso a mejores servicios en
comparacion con zonas rurales), y en el caso de los controles sanos, al ser
voluntarios, tienen un perfil educativo y sociocultural que generalmente esta
relacionado con la aceptacion a participar como sujetos de estudio en disefios de

este tipo. (Kovacs 2003,Kovacs 2006,Currie 2004, Shiphorst 2008, Day 2010).

En cuanto a las caracteristicas del dolor, encontramos similitudes con otros
estudios respecto a la intensidad y severidad referida por los pacientes con DBEC
(Curie 2001, Kovacs 2006, Cook 2006). Al analizar los factores psicoldgicos,
encontramos menor frecuencia de depresion o ansiedad al compararlo con lo
reportado por Currie, quien encuentra estas comorbilidades en el 19.8% de los
pacientes con DBEC y del 5.9% en pacientes en poblacién general, siendo que en
el presente estudio los porcentajes fueron del 7.9% en casos y de 4.3% en
controles, igualmente puede estar explicado por el tipo de poblacion que como

control se acerca voluntariamente a participar en el estudio.. (Currie 2001).

El factor genético del “individuo” para la percepcion del dolor puede ser
determinante en la comprension del DCEB y de la alta variabilidad en las

respuestas al tratamiento.
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Existen varios genes estudiados previamente en asociacion potencial con el DCEB
como los genes de la GTP ciclohidrolasa 1, la Interleucina-1 (a y B), la Interlecina-
1 receptor agonista, la Interleucina-6, el gen de la Catecol-O-metiltransferasa,

entre otros. (Lacroix 2009, Diatchenko 2006.)

En cuanto al motivo de estudio en la presente investigacion, los resultados del
grupo de Reimman sobre la influencia del gen SCN9A en la modulacién al dolor en
pacientes con DCEB, nos permitieron ampliar nuestro conocimiento y explorar
otras areas de potencial influencia en esta patologia, incluso durante el desarrollo
de este trabajo revisamos los resultados publicados por Vargas-Alarcon y cols,
quienes confirman la presencia del polimorfismo de nuestro interés en controles
sanos mexicanos (prevalencia del 6.5%), y aun cuando no se encontré asociado
con el motivo de su investigacién, si reportan la asociacion de otro polimorfismo
del mismo gen, el rs6754031, en 73 mexicanas con diagndstico de fibromialgia al
compararlo con sus controles; dicha enfermedad es conocida por generar dolor
cronico en quienes lo padecen, con lo cual se menciona la posible implicacion de
una alteracion en el funcionamiento de los canales de sodio NAV 1.7 en la

etiologia de la fibromialgia.

Analizando nuestros resultados, no fue posible al momento demostrar la
asociacion del polimorfismo rs6754030 del gen SCN9A con el DCEB en esta
primera etapa, sin embargo cabe resaltar que se incluyo Unicamente un SNP , y

que esto no descarta que dicho gen se encuentre asociado con el DCEB,
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debiendo incrementar la poblacion de estudio e incluir otros SNPs relacionados

con el dolor crénico, antes de emitir conclusiones.

De hecho, consideramos que los resultados de esta investigacion nos ayudan a
reafirmar la importancia de reproducir estas investigaciones en nuestra poblacion,
ya que SNPs relacionados en estudios previos (y en poblaciones caucasicas), no
son determinantes de los hallazgos que seran relevantes para la poblacion
mestiza, y por ende, los tratamientos y modelos fisiopatogenicos del DCEB,
pueden no ser traspolables a nuestra poblacién, justificando la alta variabilidad de

respuesta a tratamientos.

Aun con nuestros hallazgos, consideramos importante mencionar que los
resultados no son determinantes ya que la muestra es pequefia y encontramos en
desequilibrio de Hardy Weiberg a los controles. Esto puede ser explicado por
situaciones tan diversas como que los alelos no se hayan segregado de forma
independiente en la poblacién, o que el apareamiento no fue al azar, o que los
alelos reflejan una mutacién reciente que aun no ha alcanzado el equilibrio, hasta
sesgos en la seleccion de los sujetos controles por la existencia de una

estratificacion de la poblacion (Salanti F, 2005.Trikalinos, 2006).

A pesar de las limitaciones mencionadas, este es el primer estudio reportado en
poblacion mexicana con DCEB, lo que nos permite iniciar una linea de
investigacion que proporcione un entendimiento del factor genético implicado en la

fisiopatogenia del dolor cronico y que nos oriente en cuales son los modelos que
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deberemos investigar en el futuro en nuestra poblacién, incluyendo nuevos SNPs

y ampliando nuestra muestra de pacientes.

XIl.  CONCLUSIONES.

En el presente estudio el polimorfismo rs6746030 del gen SCN9A no mostro

encontrarse asociado al dolor en pacientes con DCBE.



Xlll.  ANEXOS
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Figura 1. Esquema del Gen SCN9A y sus mutaciones conocidas
resultantes en patologias en la percepcion al dolor.
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Figura 2.Representacion grafica de la estructura molecular del Nav

1.7.
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Formato de recoleccion de datos.
Datos Generales.

Nombre:

Edad Sexo:__ Expediente ClLas Socioec

Direccidn:

Ciudad de Residencia: DF . Foréaneo:

Teléfonos:

Estado civil: Escolaridad:

Actividad Deportiva: Tiempo Horas/dia

Historia Deportiva previa:

Ocupacion: Desempleado

Historia Laboral previa:

Tiempo de evolucion de dolor (MESES)

Tabaquismo Si Tiempo No Exfumador____ Cigarros/dia

Uso de analgésicos, tiempo de uso, dosis y frecuencia

EXPLORACION FISICA
Peso Talla IMC

Genética. Polimorfismo rs6746030:
AA AG GG




Cuestionario de Dolor de MPQ SV

Nombre:
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A, Par favor describa su dolar en los ditimoes 7 dias (Mangue solo un cuadro en cada linea)
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Consentimiento Informado para el estudio
“ASOCIACION DE UN POLIMORFISMO DEL GEN SCN9A CON LA
PERCEPCION AL DOLOR EN PACIENTES CON DOLOR CRONICO DE

ESPALDA BAJA”

Instituto Nacional de Rehabilitacion
México, D.F., a de del 20

Numero de identificacion del sujeto: 1_ || | 1 1 1
El objetivo del estudio es establecer la relacion de la predisposicion genética y la
percepcion al dolor en pacientes con dolor crénico de espalda baja.

Su participacion consistira en acudir a una cita para valoracion clinica y con
radiografias, posteriormente se realizara una extraccion de sangre, para este
estudio, aproximadamente de 10 ml (en comparacioén la cantidad de sangre que se
toma en una donacion de sangre para la Cruz Roja es de 450 ml).

El riesgo por la extraccion de sangre es minimo puede relacionarse con la
aparicion de un moretbn en muy raras ocasiones, sin embargo, todos los
materiales que se utilicen para la toma de las muestras son nuevos, estériles y
seran abiertos en su presencia. En caso de que un procedimiento provoque una
lesion, recibira la atencion médica necesaria por parte de los médicos involucrados
en el estudio. Las entrevistas, evaluaciones y estudio genético seran sin cargo
econémico alguno.

Su participacion en este estudio es voluntaria y usted podra retirarse en el
momento que lo desee sin inconvenientes para el futuro tratamiento en esta
institucion. Los investigadores se comprometen a responder cualquier pregunta y
aclarar cualquier duda acerca de los procedimientos que se llevaran a cabo, los
riesgos, beneficios o cualquier otro asunto relacionado con la investigacion.

También se le ha informado que conserva el derecho de retirarse del estudio en
cualquier momento en que lo considere conveniente, sin que ello afecte la
atencion medica que recibe en el Instituto Nacional de Rehabilitacion.

Se le otorga la seguridad de que no se le identificara en las presentaciones o
publicaciones que deriven de este estudio y de que los datos relacionados con su
privacidad seran manejados de manera confidencial. Asi mismo otorga
autorizacion para la utilizacion de la informacién y material derivados de esta
investigacion con fines de difusion de informacibn meédica en futuras
publicaciones.
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Por medio de la presente doy voluntariamente mi consentimiento para participar
en el proyecto de investigacion titulado: “Estudio de asociacion de las variantes
genéticas del gen SCN9A y percepcion al dolor en pacientes con dolor crénico de
espalda baja”

Nombre y firma del paciente

Nombre y firma de los testigos

Nombre y firma del Investigador responsable:

Dr. Antonio Miranda Duarte CE 1482257 y/o Dra. Tania Inés Nava Bringas. CE
5419133

S| USTED ACEPTA QUE SU MUESTRA DE SANGRE SEA EMPLEADA PARA

FUTUROS ESTUDIOS GENETICOS, MANTENIENDO LA CONFIDENCIALIDAD
Y ANONIMATO POR FAVOR FIRME EN EL SIGUIENTE ESPACIO.

Nombre y Firma




Lista de Covariables interrogadas y su categorizacion.

COVARIABLES TIPO DE VARIABLE

Sexo Cualitativa Nominal
Edad Cuantitativa Continua
Peso Cuantitativa Continua
Talla Cuantitativa Continua
Indice de Masa Corporal Cuantitativa Continua
Escolaridad Cualitativa Nominal
Estado Civil Cualitativa Nominal
Tiempo de Evolucion (meses) Cuantitativa Discreto
Mivel Socioecondmico Ordinal

Ocupacion Cualitativa Nominal
Tabaquismo Cualitativa Nominal
Actividades Deportivas Cualitativa Nominal
Lugar de Residencia Cualitativa Nominal
Diagnostico de Depresion/Ansiedad Cualitativa Nominal
Desencadenante del Cuadro Cualitativa Nominal




TABLAS Y GRAFICOS

Tabla 1. Distribucion por sexos para grupos de casos y controles

MASCULINO | FEMENINO TOTAL
CONTROLES | 19 (30.16%) | 44 (69.84%) 63
CASOS 26 (37.68%) | 43 (62.32%) 69
TOTAL 45 (34.09%) | 87 (65.91%) 132

Tabla 2. Variables antropométricas en los grupos de casos y de controles.

N Media DE
CONTROLES 63 67.32 12.53
PESO
CASOS 69 71.17 14.58
CONTROLES 63 1.73 0.75
TALLA
CASOS 69 1.62 0.09
CONTROLES 63 24.53 4.56
IMC
CASOS 69 26.90 4.69
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Tabla 3. Actividad fisica actual.
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ACTIVIDAD FISICA ACTUAL
Total
No Sl
CONTROLES 32 31 63
GRUPO
CASOS 49 20 69
Total 81 51 132

Tabla 4. Resultados sobre los puntajes de la Escala de Dolor de Mc Gill y el

Cuestionario de Roland Morris para el grupo de casos.

N=69 Minimo | Maximo | Media | Desuv. tip.
EVA* 3 91 51.90 23.577
PALABRAS TOTALES DE
CUESTIONARIO DE DOLOR DE MC 2 42 12.91 8.457
GILL
AREA SENSORIAL DE
CUESTIONARIO DE DOLOR DE MC 1 32 9.83 5.953
GILL
AREA AFECTIVA DE CUESTIONARIO
DE DOLOR DE MC GILL 0 12 3.09 3.399
ROLAND MORRIS (DISCAPACIDAD
FUNCIONAL) 1 24 8.20 5.022




*EVA = Escala Visual Anéloga, reportada en milimetros.

Tabla 5. Antecedente de Depresion en los grupos
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DEPRESION
Total
0 Sl
CONTROLES 59 4 63
GRUPO
CASOS 64 5 69
Total 123 9 132
Tabla 6. Antecedente de Ansiedad en los grupos
ANSIEDAD
Total
0 Sl
CONTROLES 60 3 63
GRUPO
CASOS 66 3 69
Total 126 6 132




Tabla 7. Frecuencias de genotipos y frecuencias alélicas en la muestra.
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CONTROLES CASOS
OR* IC* p
N=63 N=69
Alelo A 12 (10%) 11 (8%) 0.82 | 0.34-1.93 | 0.65
Alelo G 114 (90%) 127 (92%) 1.2 | 051-2.86 | 0.65
Genotipo AA 2 (3.17%) 0 (0%) NA* NA* NA*
Genotipo AG 8 (12.70%) 11 (15.94%) | 1.3 | 0.43-4.02 | 0.59
Genotipo GG 53 (84.13%) 58 (84.96%) | 0.99 | 0.34-2.81 | 0.99

OR= Odds ratio. IC= Intervalo de Confianza NA = NO APLICA
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Tabla 8. Resultados de modelo multivariado mediante regresion logistica ajustado

para edad, sexo, indice de masa corporal, tabaquismo, actividad deportiva.

Analisis crudo

Andlisis ajustado

OR IC p OR IC p
Genotipo AA | NA* NA* NA* NA* NA* NA*
Genotpo AG | 1.3 | 043-4.02| 0.59 1.304 | 0.45-3.75 0.62
Genotipo GG | 0.99 |0.34-2.81| 0.99 0.93 | 0.33-2.63 0.89

OR= Odds ratio. IC= Intervalo de Confianza NA = NO APLICA




CRONOGRAMA DE ACTIVIDADES

PRIMER ANO de Marzo 2012 a Febrero 2013
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ACTIVIDAD/ MES * Ma |Ab [May [Ju |[Jul |Ag | Se |Oc | No |Di |En | Fe
r r n o |(p |t % cC |e b

Revision de protocolo O O | O O

Reclutamiento de 0 0 0 0 0 0O | O 0

pacientes

Consentimiento 0 0 0 0 0 0O | O 0

informado

Evaluacion Clinica O O O O O 0O | O 0

Aplicacion de o (0O (O |0 |O |0 |0 |O

instrumentos

Toma de muestras 0 0 0 0 0 0 | 0J 0

SEGUNDO ANO de Marzo 2013 a Febrero 2014
ACTIVIDAD /MES Mar Ab |[May [Ju |[Jul |[Ag|S |[O |N |Di [E |Fe
r n O |ep|ct |ov|c |ne|b

Reclutamiento de | O 0 0 0 0

pacientes

Consentimiento 0 0 0 0 0

informado

Evaluacion Clinica O O O 0 O

Aplicacion de | O O | 0O O |0

instrumentos

Toma de muestras 0 0 0 0 0

Integracién de resultados O O | O

Analisis de resultados O (0O |0 |0

Elaboracion de reporte O |0 (O
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