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Polimorfismos genéticos y DTM

AAOP: American Academy of Orofacial Pain.
ABCB1: ATP-Binding Cassette tipoBL1.

ADA: American Dental Association.

ATM: articulacion temporomandibular.

ATIC: 5-aminoimidazol-4-carboxamida ribonucleotioformiltransfera-
sa/IMP ciclohidrolasa.

BHMT: betainahomocisteinametiltransferasa.
CBS: cistationina-p-sintetasa.

CMD: disfuncion craneo-mandibular.

Cys: cisteina.

DHF: dihidrofolato.

DHFR: dihidrofolatoreductasa.

DNMT: DNA metiltransferasa.

DRD4: receptor D4 de la dopamina.

DTM: disfuncidn/desorden temporomandibular.
dTMP: desoxitimidilato.

DTN: defectos del tubo neural.

dUMP: desoxiuridilato.

ESR1: receptor de estrégeno tipo 1.

FRG: andlisis de fragmentos.

FTS: formiltetrahidrofolatosintetasa.
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GART: glinicamidaribonucleotidotransformilasa.
GSTML: glutation s transferasa tipo mu 1.

Hcy: homocisteina.

IBS: sindrome de intestino irritable.

MD: disfuncion mandibular.

Met: metionina.

MPDS: sindrome de dolor miofacial.

MTHFD: metilentetrahidrofolato deshidrogenasa.
MTHFD1: metilentetrahidrofolato deshidrogenasa tipo 1.
MTHFR: metilentetrahidrofolatoreductasa.

MTR: metionina sintetasa.

MTRR: metionina sintetasa reductasa.

N°—metil THF: N°-metiltetrahidrofolato.

N®, N%-metilenTHF: N°, N*°-metilentetrahidrofolato.
N°, N%-metenil THF: N°, N*°-meteniltetrahidrofolato.

N -formil THF: N'°-formiltetrahidrofolato.

NIDCR: Instituto Nacional de Investigacion Dental Craneofacial.
NIH: Instituto Nacional de la Salud.

OMD: disfuncién oromandibular.

Pb: pares de bases.

PCR : reaccion en cadena de la polimerasa.
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Polimorfismos genéticos y DTM

RFC1: transportador de folatos reducidos tipo 1.

SAH: S-adenosinhomocisteina.

SAM: S-adenosilmetionina.

SEDCYCO: Sociedad espafiola de disfuncion craneomandibular y
dolor orofacial.

Ser: Serina.

SFC: sindrome de fatiga cronica.

SHMT: serinahidroximetiltransferasa.

SLC6A4: familia 6 de transportador de solutos tipo A4 (transportador
de serotonina).

SNP: polimorfismos de una sola base.

SSF: sindromes somaticos funcionales.

TCN: transcobalamina I1.

TDPM: transtorno disférico premenstrual.

THEF: tetrahidrofolato.

Tm: temperatura de fusion.

TMD: temporomandibular disfunction.

TTM: trastorno temporomandibular.

TYMS: timidilatosintetasa.

VNTR: nimero variable de repeticiones en tandem.
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1.1.

Polimorfismos genéticos y DTM

ESTRUCTURA Y FUNCION DE LA ARTICULACION

TEMPOROMANDIBULAR

1.1.1. ANATOMIA DE LA ARTICULACION TEMPORO-
MANDIBULAR

La articulacion temporomandibular (ATM) es una articulacion
ginglimoartrodial: es decir, que es capaz de tener movimientos de
rotacion y traslacion. La ATM esta formada por el condilo mandibular
adaptado en conexion con la fosa mandibular del hueso temporal
(Figura 1).

El disco articular separa estos dos huesos de un contacto directo. La
parte articular del disco se compone de denso tejido conectivo fibroso
carente de nervios y vasos; sin embargo, la conexion posterior del disco
esta ricamente vascularizada e inervada.

El disco se adjunta al cdndilo tanto lateralmente como medialmente por
ligamentos colaterales. Los movimientos de rotacion se producen entre
el condilo y la superficie inferior del disco durante la apertura inicial (el
espacio comun inferior), y la traslacion tiene lugar en el espacio entre la
superficie superior del disco y la fosa (el espacio comudn superior) al

final de la apertura bucal.
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Figura 1: Estructura de la articulacion temporomandibular.

1.

2
3.
4
5

Coéndilo mandibular.

Menisco o disco articular.

Cavidad glenoidea o fosa mandibular del temporal.
Eminencia o tubérculo del temporal.

Conducto auditivo externo.

Tesis doctoral



Polimorfismos genéticos y DTM

El liquido sinovial en la articulacion facilita el movimiento dentro de la
articulacion; también sirve como un medio para el transporte de
nutrientes y productos residuales de las superficies articulares.

El disco de la ATM estd compuesto de denso tejido conectivo fibroso,
que es principalmente deficiente en vasos sanguineos y fibras
nerviosas. El disco se encuentra entre el condilo de la mandibula y la
fosa mandibular del hueso temporal. El disco divide la cavidad comun
en dos componentes distintos: el compartimento superior y el
compartimento inferior. La cavidad superior esta delimitada por la fosa
mandibular y la superficie superior del disco. La cavidad inferior
colinda con el condilo mandibular y la superficie inferior del disco.
Cada compartimento esta lleno de un liquido sinovial que es segregado
por las células del revestimiento sinovial. Dado que el disco articular y
las superficies articulares de la articulacién estan desprovistos de
vascularizacion, el liquido sinovial actda como un vehiculo para
proporcionar requisitos metabdlicos para estos tejidos. También, el
liquido sinovial ayuda a minimizar la fricciébn por servir como
lubricante entre todas estas superficies articulares (Okeson, 1998).

La morfologia del disco coincide con la forma de la cabeza del condilo
y la fosa mandibular. En la vista frontal el disco es concavo, disefiado

para encajar en la cabeza del condilo, y convexo superiormente para
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adaptarse a la superficie concava de la fosa mandibular del hueso La
cara antero-superior del disco es concava por delante (para adaptarse a
la eminencia temporal), mientras que es convexa por detrds (para
adaptarse a la cavidad glenoidea. La cara postero interior cubre al
condilo en todas partes por completo, estando el borde posterior y la
extremidad externa unidos al cuello del condilo, de forma que el disco
articular acompafia al condilo en todos sus movimientos, de rotacién y
translacion (Laskin y Hylander, 2006).

En el plano sagital, puede dividirse en tres regiones de acuerdo al
espesor. La zona central es la mas delgada; las regiones anteriores y
posteriores son mucho mas gruesas en comparacion. Desde la vista
anterior, el disco es méas grueso medialmente que lateralmente. El disco
articular se adjunta posteriormente a una regiéon de tejido conectivo
suelto, conocido como el tejido retrodiscal, que estd altamente

vascularizado e inervado (Okeson, 1998).

1.1.2. HISTOLOGIA DE LA ARTICULACION TEMPORO-
MANDIBULAR
El cartilago del condilo mandibular esta compuesto por cuatro capas o

zonas (Figura 2):

12 Tesis doctoral



Polimorfismos genéticos y DTM

Figura 2 Histologia del cartilago mandibular.
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superficial. Se encuentra adyacente a la cavidad comdn y forma la
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superficie funcional ultraperiférica. Esta zona es responsable de disipar
las cargas de friccion generadas por las funciones de la mandibula. Una
manera de lograr esto es por la expresion de una proteina Ilamada
proteina de zona superficial (Ohno et al, 2006). Esta proteina es un
proteoglicano grande sintetizado y secretado por liquido sinovial. Se
sabe que funciona como un lubricante en las superficies de contacto en
uniones articulares reduciendo el coeficiente de friccion de la superficie
del cartilago condilo-mandibular y la energia de tension del liquido
sinovial (Jay et al, 2007).

La segunda zona es la zona polimérfica o proliferativa. Esta zona es
principalmente celular con tejidos mesenquimales indiferenciados. Las
células del cartilago en esta capa son grandes y cerradas en lagunas. No
hay ninguna organizacion de formacion o disposicién de las células del
cartilago en esta capa. Este tejido es responsable de la proliferacion del
cartilago articular en respuesta a las exigencias funcionales colocado
sobre las superficies articulares durante la carga y descarga. Esta zona
se caracteriza por la expresion de Sox-9 y la ausencia de la expresion
de colageno tipo Il (Shibukawa et al, 2007).

La tercera zona es la zona aplanada o condrobléstica. Las células del
cartilago en esta region son muy maduras. Aun las células del cartilago

no han perdido su capacidad de proliferacion. El cartilago aparece en
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una orientacion aleatoria, proporcionando una red tridimensional que
ofrece resistencia contra las fuerzas de compresion y laterales. Las
células en esta capa se caracterizan por la expresion de Sox 9, colageno
tipo I y 1l (Shibukawa et al, 2007).

La zona més profunda y cuarta es la hipertrofica. En esta zona los
condrocitos se vuelven hipertroficos, mueren y tienen sus citoplasmas
evacuados, formando hueso dentro de la cavidad medular. Se produce
la ruptura del cartilago y las espiculas cartilaginosas sufren una
calcificacién con cristales de hidroxiapatita. La superficie de los
andamios de la matriz extracelular proporciona un sitio activo para la
remodelacion de la actividad como producto del crecimiento de hueso
endosteal. Méas profundo en la zona, estan presentes espacios de hueso
y meédula ésea. Las trabéculas dseas estan dispuestas al azar y no
perpendiculares a la superficie articular. Las células en esta zona se
caracterizan por la expresion de proteina Hedgehog, osteonectina y
colageno tipo X (Shibukawa et al, 2007).

La ATM es diferente en la composicion y el desarrollo a otras uniones
en el cuerpo. Por lo tanto, no resulta sorprendente que haya ciertas
enfermedades que afectan solo a algunas articulaciones en el cuerpo
excepto la ATM. Por el contrario, es probable que la distribucion de

edad y género Unica de los trastornos temporomandibulares (TTM)
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pueda derivarse de estas diferencias entre la ATM vy las otras
articulaciones sistémicas.

En las otras articulaciones sinoviales del cuerpo, las superficies
articulares estan cubiertas por cartilago hialino. La ATM es diferente
porque se compone de fibrocartilago, que contiene ambos tipos, |1 y Il
de colagenos, en comparacion con el cartilago hialino articular, que
solo contiene colageno tipo Il (Benjamin y Ralphs, 2004). El
fibrocartilago es mas resistentes contra fuerzas puras que el cartilago
hialino, lo que le convierte en un material superior para soportar la gran
cantidad de carga oclusal que se proyecta en el ATM.

Otra diferencia entre la ATM y las otras articulaciones es que el
cartilago del condilo de la mandibula es un cartilago secundario en
comparacion con el cartilago articular que se encuentra en otras
articulaciones, el cual es un cartilago primario (Symons, 1965).
Concretamente, el cartilago secundario es el que se desarrolla en
asociacion con huesos especificos formados por osificacion intra-
membranosa después que ya estdn formados los huesos. Esto es
diferente del cartilago primario, dénde el cartilago precede a la
formacion de hueso. El crecimiento del cartilago primario comienza en
las células del cartilago, dentro de la capa central de una placa

epifisaria. En esta etapa de desarrollo, las células sufren mitosis. En la
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préxima fase de crecimiento epifisario, las dos células hijas agrandan el
tamafo del original. Cada célula produce y segrega la matriz extra-
celular, que hace que las células derivan lejos una de la otra. Las
células, o bien pueden convertirse en una nueva célula progenitora, o
ser reemplazadas por hueso. Uno de los elementos claves del
crecimiento de cartilago principal es que dicho crecimiento se produce
en la parte central de una placa epifisaria de un hueso largo (Shen y
Darendeliler, 2005).

El crecimiento del cartilago secundario del coéndilo comienza con
células indiferenciadas compuestas de tejido mesenquimal, cubriendo el
condilo prenatal o postnatal. En las etapas de desarrollo, las células
mesenquimales se dividen dentro de si mismas para convertirse en
células mas pequefias, para que eventualmente alcancen el tamafio
completo. Estas células mesenquimales luego migran hacia el interior
del condilo y desde alli al cartilago, donde ocurre la diferenciacion y las
células se convierten en células de cartilago inmaduro, por lo que el
crecimiento del cartilago se produce a través de la diferenciacion del
tejido mesenquimal, en lugar de por mitosis de las células progenitoras

de cartilago (Shen y Darendeliler, 2005).
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1.1.3. EMBRIOLOGIA DE LA ARTICULACION TEMPORO-
MANDIBULAR

Las estructuras primarias que conforman la articulacion se establecen
en la 14% semana de gestacion, cudndo se producen cambios
morfologicos, los cuales ocurren gradualmente con el crecimiento y
conducen al aumento de tamafio de las estructuras que la conforman.
Durante la séptima semana de vida intrauterina, cuando la mandibula
no realiza contacto con la base del craneo, se desarrolla una articulacion
transitoria entre huesos que se forman en el extremo posterior del
cartilago de Meckel, con la base del craneo. Por lo tanto, el proceso
embriolégico precedente a la compleja formacion de la articulacion
temporomandibular y cualquier alteracién de su desarrollo determinan
una disfuncion que traera consigo malestar consistente en dolor
nervioso y muscular, dificultades masticatorias, complicaciones
musculares y anquilosis, entre otros.

De la sexta a la octava semana de gestacion aparece el primer esbozo
de la formacién de la mandibula. Esta ocurre por diferenciacion del
primer arco faringeo. Este arco se convierte en dos zonas cartilaginosas
que se situan en el margen superior y en el margen inferior (cartilago de

Meckel), dando origen a la mandibula primitiva.
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Las extremidades posteriores de ambos cartilagos se unen para formar
una articulacion que a menudo se conecta con el craneo y que suspende
la mandibula. A esta articulacion se le llama articulacion cuadrado
articular primitiva o meckeliana y puede accionarse externa o
internamente, proporcionando un margen de seguridad funcional muy
alto con respecto a muchas de las disfunciones que puede presentar por
defecto.

La ATM se origina de dos blastemas: condilar y glenoidea. Interpuesta
entre las blastemas aparece una capa de tejido mesodérmico gque va a
constituir el futuro disco articular. ElI proceso que se inicia en la
séptima semana de gestacion culmina a las 21 semanas, cuando se
encuentra completamente formada la articulacion. A las 40 semanas de
gestacion la cavidad glenoidea es plana. La erupcion dentaria va
configurando su concavidad, la misma que continua su proceso de
formacion hasta aproximadamente el primer tercio de la vida del
hombre, adquiriendo su completo desarrollo entre los 11 y 14 afios,
hasta completar su tamafio final hacia los 25 afios de vida (Perry et al,

1985).
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Figura 3: Esquema de los cartilagos de los arcos faringeos. Vista frontal de un

embrién de 24 dias

La ATM es propia de los mamiferos, ya que en vertebrados inferiores
la mandibula esta formada por varios huesos que incluyen al hueso
dental, que aloja a los dientes, y al hueso articular, derivado del
cartilago de Meckel. En estos animales, la articulacion se establece con
el hueso cuadrado del crdneo. En los mamiferos, la mandibula se
redujo a un solo hueso que porta las piezas dentarias y articula con una

superficie articular desarrollada en el hueso temporal. Por lo tanto,
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filogenéticamente, la ATM es una articulacion secundaria. La
primitiva articulacion estd aun presente en la anatomia humana,
identificandose como la articulacion incudo-maleolar, constituida por
el martillo y el yunque, ubicados ahora en el oido medio. La estrecha
relacion que tiene en su evolucion filogenética el oido con las piezas
Oseas de la ATM ayuda a entender la relacion que existe entre la
disfuncion articular y la patologia del oido (Sharry, 1977).

En los mamiferos, la ATM adquiere distintas caracteristicas
anatomicas segun el tipo de alimentacién y en dependencia de los
requerimientos masticatorios de la especie en cuestion. Esto ayuda a
comprender la importancia que tienen para los tejidos articulares los
cambios funcionales a que estd sometida la ATM. Esta articulacion se
desarrolla después del nacimiento, pues las crias inmaduras nacen con
la articulacion primitiva, que es la que funciona mientras completan su
desarrollo.

En embriones humanos precoces, cuando la mandibula no contacta adn
con la base del créneo, se desarrolla una articulacion transitoria entre
los huesos que se forman en el extremo posterior del cartilago de
Meckel con la base del craneo. Esta articulacion primitiva es homologa
a la que se encuentra en reptiles y aves, y persiste por cerca de cuatro

meses, hasta que la ATM se diferencia. Durante el periodo en que esto
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sucede, el extremo posterior del cartilago de Meckel se osifica,
convirtiéndose en el martillo y el yunque, de modo tal que esta
primitiva articulacion pierde su relacion con la mandibula y se
incorpora al oido medio (Mérida Velasco, Rodriguez Vazquez y
Collado, 1990).

El primer esbozo de la formacion de la mandibula se debe a la
diferenciacion del primer arco branquial o visceral de los animales
inferiores. Este arco se convierte en dos barras cartilaginosas que se
situan en el margen superior (cartilago palatocuadrado) y en el margen
inferior (cartilago de Meckel), dando lugar a la mandibula primitiva.
Las extremidades posteriores de ambos cartilagos se unen para formar
una articulacion que a menudo se conecta con el craneo y que
suspende la mandibula (articulacion cuadrado articular primitiva o

meckeliana).
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12. LOS TRASTORNOS TEMPOROMANDIBULARES

COMO ENTIDAD CLINICA

1.2.1. BREVE HISTORIA DE LOS TRASTORNOS
TEMPOROMANDIBULARES

Segun los historiadores de la medicina, el dolor y los trastornos en la
regién mandibular se describieron y se trataron en seres humanos
desde el afio 300 a.C. por los egipcios (Ruffer, 1921; McNeill, 1997).
En 1934, Costen publico su legendario tratado conocido como
Sindrome de Costen, donde describido como pacientes con dolor en o
alrededor de la mandibula y ciertos sintomas Oticos tales como dolor
en o cerca del oido, zumbido de oidos, mareos, sensacidn de presion en
el oido; parecian mejorar al alterar la dimension vertical de la oclusion
(Costen, 1934).

La etiologia oclusal gané popularidad. Los odont6logos comenzaron a
hacer ajustes oclusales para dar un tratamiento dental éptimo e incluso
prevenir los TTM. Las primeras teorias de causa-efecto se centraron
principalmente en las relaciones estructurales y funcionales entre los
dientes superiores e inferiores y la oclusion dental (Costen, 1934). En
1966, Krogh-Poulsen propuso una lista de sintomas de los trastornos

craneo-mandibulares. La lista comprendia la apertura limitada de la
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boca, desviacion de la mandibula, dolor de la musculatura
masticatoria, disarmoniaoclusal, desgaste oclusal, cambios locales y no
especificos en los tejidos periodontales, y movilidad dental.
Debido a que la mala oclusion se percibe como la causa subyacente, el
tratamiento de los TTM cambié desde la medicina a la odontologia.
Desde la década de 1930, la terminologia de los signos y sintomas de
trastornos funcionales del sistema masticatorio ha cambiado mucho.
Esta variada terminologia refleja los diferentes conceptos de etiologia
y patogénesis (Marklund y Wénman, 2009). Es por ello que el
Sindrome de disfuncion o TTM ha tenido diferentes acepciones a lo
largo de la historia:

- Sindrome de Costen (Costen, 1934).

- Sindrome de Disfuncién Dolorosa de la ATM (Schwarz, 1956).

- Sindrome de Dolor Miofacial (MPDS) (Laskin, 1969).

- Trastorno Ocluso-mandibular (Gerber, 1971).

- Trastorno Funcional de la ATM (Ramfjord y Ash, 1971).

- Disfuncion Mandibular (MD) (Helkimo, 1974; Wanman y

Agerberg, 1986).
- Sindrome de Estrés Mandibular (Ogus y Toiler, 1981).

- Disfuncion Craneo-mandibular (CMD) (Owen, 1987).
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- Sindrome de Dolor-disfuncién Temporomandibular. Fue
recomendada por la Asociacion Internacional para el Estudio
del Dolor (Michael et al, 1986).

- Disfuncion Oromandibular (OMD). Fue introducido por la
Internacional  HeadacheSociety (Sociedad Comité de

Clasificacion de la Cefalea Internacional sociedad, 1988).

Dado que los sintomas no siempre estan limitados a la ATM, algunos
autores piensan que estos términos son demasiados restrictivos y que
deberia utilizarse una denominacion mas amplia, como la de
Trastornos Craneo-mandibulares (McNeillet al, 1980). Modelos de la
etiologia de los TTM se propusieron en la década de 1950, por primera
vez por Schwarz (1959), quién vio el estrés o la ansiedad como un
factor etioldgico importante, y luego por Laskin (1969), que amplié el
modelo psicolégico de Schwarz. Estas teorias se basaban
principalmente en observaciones en el &mbito clinico, y no en estudios
epidemioldgicos. Después de 1970, los avances en las técnicas de
imagen dieron lugar a la mejor visualizacién de las estructuras
intracapsulares (Okeson, 1996). Estas técnicas de imagen dieron una
mayor y creciente experiencia en el manejo clinico y proporcionaron

informacion para diagnosticos mas precisos. Desde 1990, los TTM no
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son considerados como una entidad Unica, sino como un grupo de
varias enfermedades de diversa etiologia y patologia. Sin embargo, la
controversia acerca de las diferentes teorias etioldgicas de los TTM
todavia existe debido al limitado conocimiento sobre la etiologia y la
historia natural de la evolucion de los TTM (Dworkin y LeResche,

1992; McNeill et al, 1990).

1.2.2. DEFINICION Y TERMINOLOGIA DE LOS
TRASTORNOS TEMPOROMANDIBULARES

En 1986 Bell sugirio el término de TTM. Este término no solo incluia
a los trastornos de la ATM sino también a todos los trastornos
asociados al sistema masticatorio. Este ultimo es el término mas
aceptado hoy en dia (Okeson, 1996). Con el objetivo de facilitar la
comunicacién cientifica, la American Dental Association (ADA)
adopto el término de TTM como el aconsejable para definir el cuadro
clinico.

Sin embargo, en la literatura cientifica actual, el término anglosajon
TMD (Temporomandibulardisfunction) es traducido al espafiol en

diversas maneras, tales como:
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- TTM: Trastorno Temporomandibular (Okeson, 1996).

- DTM: Disfuncion Temporomandibular, utilizada por diversos
autores.

- DTM: Desordenes Temporomandibulares, utilizada por la
Sociedad espafiola de Disfuncion Craneomandibular y Dolor
Orofacial (SEDCYCO).

Creemos que los tres términos son intercambiables. En el presente
estudio emplearemos de igual manera los tres, prefiriendo el de
Trastornos Temporomandibulares (TTM).

En 1993, la American Academy of OrofacialPain (AAOP) definid los
TTM como "un término colectivo que abarca una serie de problemas
clinicos que involucran la musculatura masticatoria, la ATM y
estructuras asociadas, o ambas”. Los TTM son considerados como
una subclasificacion de los Desordenes Esqueleto-musculares
(Dworkin y LeResche, 1992; Okeson, 1996). McNeill (1997) da una
definicion parecida: “los TTM son un heterogéneo grupo de patologias
que afectan a las ATM, los musculos masticatorios, o ambos”. Otra
definicion parecida es la dada por la TMJ Association: “el TTM se
caracteriza por un conjunto de sintomas relacionados con los

musculos y las articulaciones que residen entre el condilo mandibular
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y el hueso temporal. Los sintomas mas comunes son ruidos

articulares junto a dolor y limitacion del movimiento articular”.

1.2.3. ETIOLOGIA DE LOS TRASTORNOS TEMPORO-
MANDIBULARES

La etiologia de los TTM es considerada multifactorial, lo que significa
gue un gran numero de factores genéticos, epigenéticos y ambientales
pueden contribuir a la enfermedad (Okeson y de Kamer, 1996).

Como hipdtesis basica del desarrollo de los TTM, se puede decir que
cuando existe una sobrecarga sobre las estructuras estomatognaticassin
capacidad de adaptarse a contrarrestar las fuerzas de la carga se inicia
un TTM (Wéanman y Agerberg, 1991).

Debido a su variedad etioldgica y sintomatica, se supone gque una
combinacién variable de factores genéticos, ambientales vy
nutricionales podrian ser el factor causal del desarrollo de los TTM.
Numerosos estudios han demostrado que en pacientes dietéticamente
deficientes, el dolor orofacial y los TTM eran significativamente mas
frecuentes (Mehra y Wolford, 2008).

En relacion con factores neurologicos, diversos estudios han mostrado
también una alta prevalencia de depresion en pacientes con dolor facial

y TTM (McCreary et al 1991; Korszun et al, 1996; Madland et al
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2000), asi como ciertos cuadros psicologicos y de comportamiento
(Slade et al, 2007). Recientemente ha sido enfatizada la importancia de
mecanismos neurobiologicos (Svensson y Graven-Nielsen, 2001) en la
etiologia de los TTM. En cuanto a los factores geneéticos, estudios de
gemelos y segregacion familiar sugieren que los TTM no son
hereditarios (Raphael et al, 1999). Sin embargo, las personas no son
igualmente susceptibles a los TTM, y diferentes variantes genéticas
pueden aumentar la predisposicién a un desarrollo particular del
trastorno (Kim et al, 2010; Nackley y Diatchenko, 2010; Ribeiro-

Dasilva et al, 2009; Mutlu et al, 2004; Herken et al, 2001).

A. FACTORES OCLUSALES:La importancia de las variaciones en
la oclusion dental como un factor que contribuye a los TTM es
controvertida, y la cuestion sigue estando en debate. En algunos
estudios de base poblacional se ha hallado que la oclusion dental
se asocia con signos y sintomas de los TTM (Egermark-Eriksson
et al, 1990; Henrikson et al, 1997;Wanman y Agerberg, 1991). Sin
embargo, otros estudios no han confirmado estas relaciones, y la
importancia de la oclusion en el desarrollo de los TTM ha sido
cuestionada (Clark et al, 1999;Koh y Robinson, 2004; Seligman y
Pullinger, 1991; Suvinen et al, 2005). En los estudios prospectivos

se hallé que la eliminacion de las interferencias oclusales provocé
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una reduccion de la incidencia de los TTM en pacientes que se
sometieron en varias ocasiones a ajustes oclusales, en comparacion
con ajustes oclusales falsos en sujetos con una historia previa de
TTM (Kirveskari et al, 1989). Puesto que la literatura no es
concluyente, todavia hay una necesidad de estudios longitudinales
(Mohlin et al, 2007). Parece ser una cuestion abierta si las
variaciones en la oclusion dental pueden actuar como
predisponentes, iniciar o perpetuar el desarrollo de un TTM.

Al-Jundi et al (2008) afirman que la oclusion como etiologia sigue
siendo incierta, haciendo necesarios mas estudios longitudinales.
Varios analisis y estudios no han encontrado ningun firme apoyo a
la oclusion como una etiologia de importancia, o al menos no
como un factor Unico o dominante (Egermark-Eriksson et al, 1990;

McNamara et al, 1995; De Boever et al, 2000).

BRUXISMO:EI bruxismo se refiere a movimientos mandibulares
subconscientes, no funcionales como el de rechinar o el
apretamiento de dientes (Okeson, 1987). Su etiologia ha sido
considerada como multifactorial y sobre todo un sintoma regulado
centralmente, no periféricamente (Lobbezoo y Naeije, 2000). El

rechinar de los dientes se observa durante el suefio y se debe a
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factores neurologicos diferentes del bruxismo diurno, lo que se
considera principalmente un habito relacionado con el estres, la
tension o la ansiedad (Lavigne et al, 2007). Las consecuencias del
bruxismo del suefio pueden incluir la destruccion del diente,
dolores en la mandibula, dolores de cabeza o limitaciones de los
movimientos mandibulares, asi como sonidos al rechinar los
dientes. El bruxismo también puede implicar el sentimiento de
ansiedad, lo cual conlleva tension en los musculos masticatorios
(Svensson et al, 2008). El papel del bruxismo como factor de
riesgo inicial en los TTM ha sido cuestionado (Lobbezoo y

Lavigne, 1997).

C. LAXITUD ARTICULAR: La laxitud articular sistémica es otro
importante factor de riesgo de TTM, lo cual incluye la laxitud de
la ATM (Westling, 1992), aumentando también las respuestas
inflamatorias de la articulacion y actuando sobre la produccion de

prostaglandinas y receptores serotoninérgicos (Haskin et al, 1995).

D. TRAUMA EXTERNO: La asociacion entre el traumay los TTM

también se ha demostrado epidemioldgicamente (Kamisaka et al,

2000). Por el contrario, un estudio basado en la poblacion de
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Locker y Slade (1988) no encontré6 ninguna asociacion entre
trauma y los signos-sintomas de TTM. Ademas, una revision
critica de Ferrari y Leonard (1998) no sustentd una teoria
sustancial de lesion mecéanica de la ATM para su relacién con los

TTM.

AFECCIONES CRANEOMANDIBULARES: Recientemente,
el dolor de espalda ha sido asociado con los trastornos musculo-
esqueléticos en la mandibula y la cara, existiendo una relacion
entre la intensidad del dolor espinal y los TTM (Wiesinger et al,
2009). Los resultados indican que, por lo tanto, estas condiciones
podrian compartir factores de riesgo comunes o que pueden influir
en cada uno de ellos. Sin embargo, este fenémeno no ha sido
abordado en estudios controlados prospectivos y de cohortes, y son
necesarias mas investigaciones sobre la relacion temporal de dolor

en la espalda y los TTM.

FACTORES DE SALUD GENERAL: Una serie de signos y
sintomas de TTM se han correlacionado con la mala salud en
general. Estudios multidisciplinarios han concluido que los

pacientes con TTM pueden sufrir de una gran variedad de
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condiciones relacionadas con desordenes sistémicos, articulares,

neuroldgicos, neuromusculares, y neurovasculares, asi como de

trastornos del comportamiento (McNeill, 1997). Cabe destacar:

- Fibromialgia: se han observado altas tasas de comorbilidad
entre el dolor facial midgeno y la fibromialgia, un dolor
crénico generalizado de origen desconocido (Hedenberg-
Magnusson et al, 1999). Varios estudios han demostrado que
aproximadamente el 75% de los pacientes con fibromialgia
cumplen con los criterios de diagnostico de TTM, y el 12-25%
de los pacientes con TTM cumplen los criterios de diagnostico
para la fibromialgia (Plesh et al, 1996; Cimino et al., 1998).

- Migrafna y cefalea: tanto la migrafia como la cefalea de tipo
tensional han sido asociadas con los sintomas de TTM, como
es el caso de los estudios transversales de casos y controles de
Wanman y Agerberg (1987). Problemas como dolor de cabeza,
oido o cuello a menudo se han relacionado con TTM
(Hedenberg-Magnuson et al, 1999; Keersmaekers et al, 1996).

Enfermedades inflamatorias generalizadas se correlacionan con

una mayor prevalencia de sintomas de TTM que en la poblacién

general. Trastornos como artritis reumatoide, artritis psoriasica y

Tesis doctoral 33



34

Angel Aneiros

espondilitis anquilosantes han sido asociados a TTM (Helenius et

al, 2005; Wenneberg y Kopp, 1982; Kénénen, 1987).

FACTORES NUTRICIONALES: Debido a su variedad
etioldgica y sintomatica, se supone que una combinacién variable
de factores nutricionales y estrés podrian ser una causa de TTM
(Mehra y Wolford, 2008; Méader et al, 1988; Slade et al, 2005;
Mallek et al, 1984). Mehra y Wolford (2008) propusieron que el
estado vitaminico y la falta de nutrientes estaban relacionados con
el desarrollo de los TTM. Todo esto podria ser explicado por la
influencia de nutrientes como los folatos y la participacion del
sistema hormonal en el buen desarrollo y funcionamiento de la
ATM. Estos autores evaluaron nutrientes en el suero en 23
pacientes que previamente habian tenido implantes de
Proplast/Teflon en la ATM. EI analisis en suero de dichos
pacientes de nutrientes como beta-caroteno (vitamina A), folatos,
hierro en sueros, ferritina, zinc, magnesio y vitaminas B1, B6, B12
y C detect6 que cada paciente era deficiente al menos en uno de
estos factores, por tanto, evaluaciones nutricionales, consejos
dietéticos y un apropiado tratamiento médico podrian mejorar el

estado de los pacientes de TTM. Una reduccion en el dolor se
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observé con mayor frecuencia en los pacientes donde eran
elevados los wvalores de beta carotenos, é&cido folico y
cianocobalamina, mejorando durante el estudio el curso de la
enfermedad.

El metabolismo del acido folico puede influir en la morfogenia de
cualquier tejido en desarrollo, y esto se debe no sélo a su
participacion en la sintesis de los acidos nucleicos, sino también a
su funcién conocida en la regulacion de metilacion de ADN. La
deficiencia de &cido folico puede causar irritabilidad del sistema
nervioso central, depresion, pérdida de peso y anemia. Las
deficiencias nutricionales y, mas especificamente, anormalmente
bajos niveles de vitaminas B1l, B6, B12 y acido félico son
considerados factores que perpetdan la disfuncién de dolor y
miofacial, y estas deficiencias son frecuentes en los casos de estrés
mecanico TTM (Mader et al, 1988; Mehra yWolford, 2008).

Por otra parte, la ATM es una articulacion de carga y sus
componentes tienen que ser regenerados constantemente debido al
estrés mecanico. Las fuerzas compresivas generadas por los
musculos al apretar los dientes son del orden de 250 a 359 N, la
cual se transmite al condilo una fuerza de compresion de 334 N

(McNeill et al, 1990).
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Una disfuncion genética que produce un déficit de folatos o una
menor capacidad de amortiguacion de la oxidacion, unido a la
mayor oxidacion de estos tejidos, produce procesos inflamatorios

que darian lugar a TTM.

. FACTOR HORMONAL:Como se ha explicado anteriormente,

ciertas hormonas pueden aumentar la vulnerabilidad genética
inherente a los TTM, lo que explica la mayor predisposicion de las
mujeres en edad reproductiva (Wang et al, 2008; Landi et al,
2004). La relacion entre estrogenos y TTM se ha estudiado
anteriormente (Halpernet al, 2007; Warren y Fried, 2001);
especificamente, los polimorfismos del gen receptor ER-o, Pvu II
(rs2234693) y Xba (rs9340799), que parecen estar relacionados
con varias formas de osteoartritis, incluyendo TTM (Kang et al,
2007). Otros estudios han demostrado que el numero de receptores
estrogénicos no era significativamente mayor en pacientes

sintomaticos (Henry et al, 2008).

FACTORES PSICOLOGICOS:Se han estudiados factores

psicologicos en los TTM (Rollman y Gillespie, 2000). Se concluye

que pueden tener un papel en la causa o el mantenimiento de los
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TTM, pudiendo predisponer a la enfermedad y a la cronicidad de
la enfermedad (Gatchel et al, 1996). Los pacientes con TTM a
menudo pueden tener una combinacién de factores psicoldgicos y
manifestaciones somaticas (Mohl y Ohrbach, 1992). También
suelen tener dificultades y caracteristicas personales para hacer
frente a un aumento de estrés en la vida ante los eventos dificiles
(De Leeuw et al, 1994). Por otra parte, se ha verificado un
aumento TTM en pacientes con trastornos psicolégicos como
consecuencia directa de los acontecimientos dolorosos-
emocionales durante la vida (Murray et al, 1996). En este sentido
el metabolismo de la neurotransmision puede ser una de las claves.
La dopamina es un neurotransmisor que tiene un papel principal,
entre otros, en la cognicién, el aprendizaje, el humor y el suefio.
Segun Austin (1997), el insomnio, que se define como la
incapacidad para iniciar o mantener el suefio, puede ser un factor
de perpetuacién de los TTM. En el estudio de Goulet et al (1995)
el 35% de aquellos con dolor en la mandibula y cansancio después
de dormir se quejaron de dolor intenso, en comparacién con sélo el
15% en el grupo con dolor en la mandibula, sin problemas de

suefio.
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Los sujetos, los cuales se clasificaron a si mismos de llevar una
vida tensa, tuvieron un factor de riesgo entre 3,4 y 8,5 veces mayor
de padecer los TTM que los que se clasificaron de no estar bajos
factores de tension emocional (Wanman y Agerberg, 1990). Los
conflictos en el hogar o en el trabajo, problemas financieros o
reajustes culturales pueden aumentar el estrés y, por tanto,
aumentar habitos parafuncionales como el bruxismo y el apretar
los dientes, sobrecargando el sistema muscular masticatorio
(Okeson, 1987).

En la subcategorizacién de los pacientes en subgrupos de
diagnostico de los TTM, los pacientes con dolor muscular
masticatorio sufren de problemas psicolégicos mas intensos que
los pacientes con dolor de origen articular en sistema
estomatognatico (Levitt y McKinney, 1994; SpruijtyWabeke,
1995).

Los pacientes con TTM tienen muchos perfiles psicoldgicos, y
parece haber un acuerdo generalizado de que el estrés, la
depresion, y las enfermedades disfuncionales de la conducta son
aspectos de los perfiles comunes de los pacientes con TTM

(Dworkin y LeResche, 1992).
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Numerosos estudios han mostrado también una alta prevalencia de
depresion en pacientes con dolor facial y TTM (McCreary et al,
1991; Gallagher et al, 1991; Korszun et al, 1996; Madland et al,
2000). Por el contrario, McGregoret al (1996) no encontraron
diferencias en la prevalencia de la depresion en pacientes con
dolor orofacial y pacientes controles normales. Puede haber una
sobreposicion sintomatoldgica entre el TTM y otros trastornos
médicos. Los TTM suelen ser comorbidos con otros sintomas
psicosomaticos como trastorno del suefio, dolores de cabeza, fatiga
y depresion, que se caracterizan como sindromes somaticos
funcionales (SSF). El concepto de SSF es una clasificacion
multidimensional basada en caracteristicas clinicas, e incorpora
una variedad de sindromes, como el sindrome de fatiga crénica
(SFC), sindrome de intestino irritable (IBS), disforico
premenstrual (TDPM), TTM vy dolor toréacico no cardiaco. Aunque
la funcién fisiologica del neurotransmisor serotonina (5-
hidroxitriptamina, 5-HT) esta representada en la mayoria de estos
sintomas comunes del SSF, el propio concepto ha sido
controvertido hasta la fecha debido a la falta de una etiologia
bioldgica para explicar el mecanismo de SSF. El sistema neuronal

de la 5-HT regula diversas funciones fisiologicas, incluyendo el
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suefio, respiracion, apetito, dolor, funcion motora, cognicion, la
actividad sexual, asi como las emociones como el estado de animo
y ansiedad. Estudios de polimorfismos en los genes relacionados
con la 5-HT han observado asociaciones con este grupo de
enfermedades, incluyendo SFC (Narita y Narita, 2007), IBS
(Wang et al, 2012) y TDPM (Gingnell et al, 2010), lo que sugiere
una relevancia de disfuncion neuronal de 5-HT en las
enfermedades catalogadas genéricamente como SSF.

A este respecto, Ojima et al (2007) analizaron tres polimorfismos
genéticos relacionados con la serotonina por medio de un cribado
gendémico del ADN de 36 pacientes diagnosticados de TTM,
hallando que el alelo L (largo) del polimorfismos 5-HTLPRR
(polimorfismo de la proteina recaptadora de la serotonina) estaba
estadisticamente incrementado en los pacientes con TTM.

Otros mecanismos que han sido relacionados con TTM son
factores psicopatoldgicos y de percepcion dolorosa, que también
se han relacionado con la variabilidad genética del dolor. El
polimorfismo insercion/delecion de 44bp del gen del transportador
de serotonina (SLC6A4) ha sido estudiado y frecuentemente
asociado con el gen del receptor D4 de la dopamina (DRDA4).

Variantes del DRD4 se han asociado con varios casos clinicos
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relacionados con el comportamiento, psicopatologias y dolor

(Benjamin et al, 2000).

1.2.4. MANIFESTACIONES CLINICAS Y DIAGNOSTICO DE
LOS TRASTORNOS TEMPOROMANDIBULARES

Segun la Academia Americana de Dolor Orofacial (Okeson1996), los
TTM se definen como "un término colectivo que abarca una serie de
problemas clinicos que involucran a los musculos de la masticacion, la
articulacion temporamandibular o las estructuras asociadas, o0
ambos”. Se consideran como una subclasificacion de los trastornos
musculo-esqueléticos, y por lo general tienen un curso recurrente y
cronico, con una fluctuacion sustancial en el tiempo de los signos y
sintomas de TTM (Kononenet al,1996; Wéanman,1996; Kuttilaet
al,1997; Magnussonet al, 2000). Los signos y sintomas mas comunes
de los TTM son chasquidos (clicks) en la ATM, capacidad de apertura
mandibular limitada, desviaciones de los patrones de movimiento de la
mandibula y los musculos de masticacién y/o dolor de la ATM en la

cara (DworkinyLeResche,1992).
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1.2.4.1. Signos y sintomas de los Transtornos Temporo-
mandubulares
De Boever (1979) definio la triada clasica de los TTM como:
- Dolor per se y dolor a la palpacion en/o alrededor de la ATM y
los musculos masticatorios.
- Reduccion del movimiento mandibular.

- Sonidos articulares (chasquidos o clicks).

El sintoma mas comun y principal es el dolor crénico en el area
temporomandibular y orofacial (Dworkin et al, 1990). ElI 80% de
enfermos afectados exhiben como signo y sintoma mas frecuente la
artralgia y desplazamiento del disco. Dentro de los signos, el dolor
mialgico a la palpacion es el signo mas comudn encontrado en la
exploracion y el muasculo mas comin a la palpacion manual es el
pterigoideo lateral (55%). Las mujeres exhibieron mayor dolor que los
hombres en todos los musculos examinados (Jensen et al, 1993).

Un criterio muy aplicado para el diagnéstico de TTM se basa en la
estancia temporal del dolor, de tal forma que si el paciente siente dolor
muscular, localizado y a la palpacion en la ATM por mas de un mes,

es diagnosticado como TTM (Ojima et at, 2007).
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1.2.4.2. Medida del Dolor Facial:

Como veremos en el apartado siguiente, es necesario cuantificar el
grado de dolor del paciente para una buena clasificacion diagnostica de
los TTM. La percepcién del dolor implica la intensidad, la calidad, la
duracion y la ubicacion del dolor. Debido a la fenomenologia subjetiva
del dolor, los datos informados juegan un papel critico en la
evaluacién del dolor (Jensen et al, 1998). La dimensién mas comun de
dolor evaluado ha sido la intensidad del dolor o la intensidad percibida
del dolor que se siente. Histéricamente, una escala analdgica visual ha
demostrado ser un indice valido de dolor experimental, clinica y
crénica (Price et al, 1983). En esta escala, los encuestados indican la
intensidad del dolor, haciendo una marca en una linea de 10 cm de
largo que incluye descriptores de los extremos de la intensidad del
dolor (por ejemplo, "sin dolor" a "el dolor es tan malo como podria
ser"). Debido a que la linea se compone de un numero infinito de
puntos, teéricamente podrian observarse cambios muy pequefios en la
intensidad del dolor.

Por el contrario, las escalas de calificacion verbal y las escalas de
calificacion numérica tienen un numero limitado de niveles de dolor
entre los que elegir. Con la primera, al sujeto se le pide que seleccione

la palabra que mejor describe la intensidad del dolor en una lista de
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descriptores (por ejemplo, "sin dolor”, "un poco de dolor"”, "dolor
intenso”, "dolor extremo™), mientras que la segunda consiste en una
lista finita de nameros (por ejemplo, 0-10) (Downie, 1978; Jensen et
al, 1998).

El primer intento sistematico para incorporar descriptores verbales en
la evaluacion del dolor fue el cuestionario de dolor McQill (Melzack,
1975) y es en la actualidad el instrumento méas utilizado en la
investigacion y en la practica del dolor. Este test consta de 20
conjuntos de descriptores verbales cualitativos y cuantitativos
disefiados para medir las dimensiones sensoriales, afectivas,

evaluativas y otras del dolor.

1.2.4.3. Clasificacion de los trastornos temporomandibulares:

Con los afos, se han ofrecido muchos esquemas de clasificacion para
los TTM (Okeson, 1997). El indice de Helkimo fue el primero en ser
desarrollado principalmente para fines epidemioldgicos en el
diagnostico de TTM (Helkimo, 1974), y todavia se utiliza con
frecuencia. El indice anamnésico de Helkimo (Ai) comprende tres
grados, que son: asintomaticas (Ai0), sintomas leves (Ail), y sintomas
severos (Aill) de TTM. El indice de disfuncion clinica de Helkimo (Di)

se basa en la evaluacion de cinco signos clinicos: alteracion de rango de
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movimiento, alteracion de la funcion de la ATM, dolor muscular, dolor
de la ATM y dolor con el movimiento de la mandibula. El indice de Di
comprende cuatro grados, que son sin signo (Di0), disfuncién leve
(Dil), disfuncion moderada (Dill), y disfuncion severa (Dilll).

La subclasificacion de TTM se compone de dos categorias
diagndsticas principales: artrogénica y miogeénica. Estas clasificaciones
no siempre son claras, y puede haber una considerable superposicion
entre ellas (Kuttila et al, 1998). En 1990, la Academia Americana de
Dolor Orofacial establecid la primera clasificacion de diagnostico bien
definida para TTM, que fue revisada en 1993 (McNeill, 1993).
Ademas, dicha asociacion publico una clasificacion diagndstica
actualizada en 1996 (Okeson, 1996). La clasificacion miogénica a
menudo se subdivide en hiperexcitacion muscular debido al estrés y
anormalidad muscular, asociada con habitos parafuncionales orales
(por ejemplo, bruxismo), y la categoria artrogénica se subdivide en
funcién de las anomalias estructurales especificas (por ejemplo,
trastorno interno de la articulacion temporomandibular o enfermedades
degenerativas).

Los criterios diagndsticos de investigacion (RDC, de su acrénimo
inglés), desarrollados por Dworkin y Leresche (1992), establecieron un

doble diagnostico que reconoce no solo las condiciones fisicas (eje 1),
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incluyendo trastornos musculares, desplazamientos de disco y otros
tipos de condiciones comunes que pueden contribuir al dolor desorden,
sino también los aspectos psicosociales (eje 11) que contribuyen al
sufrimiento, la percepcion del dolor y la discapacidad asociada a la
experiencia del dolor del paciente. Este método de clasificacion de
doble eje se ha incorporado recientemente en un esquema de
diagndstico, no s6lo para TTM, sino para todos los trastornos de dolor
orofacial (Okeson, 1996). Los RDC han demostrado ser fiables para el
diagndstico de TTM en muchas poblaciones y es el método méas usado
para la clasificacion y diagnostico de la enfermedad.

A continuacidén se hace un breve resumen de dos ejes establecidos en
los RDC/TTM:

Grupo Diagnéstico del Eje I:

GRUPO I. Trastornos Musculares:

A. Dolor Miofacial (l. a).

B. B. Dolor Miofacial con Limitacion de Apertura Mandibular

(Lb).

C. C. Sin Diagnostico del grupo I.
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GRUPO Il. Desplazamientos del Disco:

A. Desplazamiento del disco con reduccién (ll. a).

B. Desplazamiento del disco sin reduccion con limitacion de la
apertura (1. b).

C. Desplazamiento del disco sin reduccion sin limitacién de la
apertura (1. c).

D. Sin diagndstico en el grupo Il.

GRUPO Ill. Otras Condiciones Articulares:

A. Artralgia (I11.a).
B. Osteoartritis (I11. b).
C. Osteoartrosis (llI. c).

D. Sin diagndstico en el grupo IlI.

Grupo Diagnéstico del Eje I1:
La valoracion del eje psicosocial se realiza mediante cuestionarios que
son capaces de definir los siguientes niveles:

El grado de dolor crdnico esta categorizado en una escala ordinal de

cinco niveles:
0 = Sin discapacidad.

1 = Baja discapacidad y baja intensidad dolorosa.
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2 = Baja discapacidad y alta intensidad de dolor.
3 = Alta discapacidad moderadamente limitante.

4= Alta discapacidad altamente limitante.

El nivel de depresidn estd categorizado en una escala ordinal de 3

niveles:
0 = Normal.
1 = Depresion moderada.

2 = Depresion severa.

La somatizacidn esta categorizada en una escala ordinal de 3 niveles:

0 = Normal.

1 = Somatizacion moderada.

2 = Somatizacion severa.
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13. EL METABOLISMO DE LOS FOLATOS Y SU

RELACION CON __LOS TRASTORNOS TEMPORO-

MANDIBULARES

Los folatos son una serie de moléculas con una estructura comun, el
acido fdélico, que actian como coenzimas en una serie de reacciones
doénde incorporan unidades monocarbonadas en diversos estados de
oxido/reduccion. Asi, estas enzimas son necesarias para una serie de
reacciones biosintéticas, tales como colina (componente de lipidos de
membrana), aminoacidos (metionina [Met], cisteina [Cys], glicina y
serina [Ser]) y la sintesis de DNA (sintesis de purinas Yy
desoxitimidina). Ademas, intervienen en la regulacion de la expresion
genética, ya que son necesarias para la metilacion de DNA (Blakely y
Whitehead, 1986).

No es de extrafiar, por tanto, que su deficiencia conlleve una alteracién
tanto de la sintesis de DNA como de su expresion genética. Esto lleva a
la detencion de la célula en la fase S y a un cambio macrocitico en el
tamafio y forma de los ndcleos, sobre todo en las células de réapido
crecimiento (Herbert, 1990). Asi, la deficiencia nutricional de esta
vitamina se expresa como anemia macrocitica. No estad de méas recordar

que el condilo de la ATM es también un lugar de rapido recambio
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celular debido a las fuerzas de traccion/presion a la que se encuentra
sometido. De hecho, se ha observado que deficiencias de folatos se
relacionan con TTM (Mehra y Wolford, 2008; Mé&der et al, 1988). Ya
que gran parte de este trabajo consiste en estudios de genes del
metabolismo de los folatos, es necesario describir brevemente esta via

compleja y las interrelaciones que presentan.

1.3.1. FORMAS DE FOLATOS

La forma principal de folato, de donde proceden todas las demas, es el
tetrahidrofolato (THF). Consta de tres grupos: una pteridina sustituida,
un p-aminobenzoato y un glutamato. Los mamiferos pueden sintetizar
el anillo de pteridina, pero son incapaces de conjugarlo con las otras
dos unidades, de ahi que los folatos sélo puedan ser obtenidos a partir
de la dieta o bien de los microorganismos existentes en el tubo
digestivo. Realmente en la naturaleza existe como una forma de acido

folico, que no es mas que un THF poliglutamado.

Iz

OH HN
Pteridina ‘ 0700C
q

COO

p-Aminobenzoato Glutamato

Figura 4: Estructura del acido folico.
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El fragmento monocarbonado transportado por el THF estd unido al

atomo de nitrégeno N-5 o al N-10 (que se indican como N°>y N*) 0 a

ambos a la vez. Este fragmento puede existir en tres grados de 6xido-

reduccion (Tabla 1).

Tabla 1: Detalle de los grupos monocarbonados activados que son transportados

por el THF.

ESTADO DE OXIDACION GRUPO

Muy reducido (=metanol) - CH;

Intermedio (=formaldehido) - CH, -

- CHO

Muy oxidado - CHNH

-CH=

Tesis doctoral

Metilo

Metileno

Formilo

Formimino

Metenilo
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La forma maés reducida transporta un grupo metilo (- CHs), mientras
que la forma intermedia transporta un grupo metileno (- CH,-). Las
formas mas oxidadas transportan un grupo metenilo (- CH =), formilo
(- CHO) o formimino (- CHNH). La unidad mas oxidada de un atomo
de carbono, el CO,, es transportada por otra coenzima, la biotina, en
vez de serlo por el THF.

Estas unidades monocarbonadas activas transportadas por el THF, son
interconvertibles (Figura 5). De todas estas interconversiones se debe
destacar que el N°—metilTHF, dador del grupo metilo en el paso de
homocisteina (Hcy) a Met, Unicamente puede generarse a partir del
N® N%-metilenTHF mediante reduccién conducida por la enzima
metilentetrahidrofolatoreductasa (MTHFR) utilizando como dador de
hidrogeniones al NADPH que pasa a NADP*. Como se observa, esta
reaccion es irreversible, es decir, el N>-metil THF no puede convertirse
en otras formas de folato, es un destino definitivo (Shane, 1995).

A continuacion se pasard a exponer cada una de las reacciones en las
que los diversos folatos transportan esas unidades monocarbonadas, asi
como las interrelaciones que hay entre ellas, formando una compleja

via metabdlica que se podria denominar “ciclo de los folatos”.
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Figura 5: Conversiones de los fragmentos monocarbonados unidos al

tetrahidrofolato.
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1.3.2. EL CICLO DE LOS METILOS ACTIVADOS

Este ciclo enzimatico es de importancia capital para el crecimiento
celular. En primer lugar, sintetiza Met, aminoacido esencial para la
sintesis de proteinas, ya que es el origen de la traduccion de cualquier
mRNA. Por otro lado, aporta metilos a una serie de reacciones, entre
las cuales se debe destacar la metilacion del DNA, uno de los
mecanismos epigenéticos, mediante el cual se regula la expresion
genética. Por ultimo, interviene en la sintesis tanto de bases puricas
como pirimidinicas. Ademas del crecimiento celular, en este ciclo
interviene una molécula, la Hcy, cuyas elevaciones plasmaticas estan
muy relacionadas con los accidentes cardiovasculares, cancer,
alteraciones del desarrollo, etc. (Boushey et al, 1995).

El exceso de Met procedente de la dieta o del recambio de las proteinas
enddgenas que no se incorpora a las proteinas es metabolizado como se
describe en la Figura 6 (Cordoba et al, 1998).

Existen dos reacciones sucesivas en el paso de Met a Hcy. En la
primera, se obtiene un metabolito intermedio, la S-adenosilmetionina
(SAM), reaccion en la que intervienen la enzima L-Metionina
adenosiltransferasa y el ATP. Este metabolito es el principal dador de

metilos del organismo, que participa en la metilacion de DNA como
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dijimos anteriormente. Tras la demetilacion, la SAM se transforma en
S-adenosilhomocisteina (SAH) que es posteriormente hidrolizada
mediante la S-adenosilhomocisteina hidrolasa, siendo esta la uUnica
fuente de Hcy en vertebrados (Blakely y Whitehead, 1986).

Una vez que se ha formado la Hcy, su metabolismo se divide en dos
rutas metabdlicas, la transulfuracion, de donde se obtiene la Cys, y la
remetilacion, mediante la cual se forma Met, pero no “de novo”, y de

esta forma se retroalimenta el ciclo de los metilos.

1.3.2.1. Recuperacion de Metionina (Remetilacién):
En la remetilacién, para la obtencion de Met a partir de Hcy,
intervienen dos rutas metabolicas independientes, una mediada por la

enzima metionina sintetasa, (enzima que se encuentra en la mayoria de

las  estirpes  celulares) y otra catalizada  por la

betainahomocisteinametiltransferasa (BHMT).

En la recuperacion de Met a través de Hcy, mediante la utilizacion de
folatos, hay dos pasos claves. Uno, la reaccion en si misma, catalizada
por la metionina sintetasa (MTR), que incorpora el grupo metilo a la
Hcy para rendir Met, actuando como dador de metilo el N°>-metilTHF y

como coenzima la vitamina B12. EL otro paso clave es la formacion de
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N®-metil THF, catalizado por la MTHFR a partir deN®,N'°-metilenTHF

, ya que es la Gnica via de obtencién de N°>-metil THF. Se debe también

Metionina

@

v

Dimetil- SAM
glicina

Betaina / N;MetilTHF

v NsN, MetilenTHF
Homocisteina

o
Cistationina

®l

Cisteina

Figura 6: Ciclo de los metilos.

1: L-metionina adenosiltransferasa; 2: metiltransferasa; 3: S-adenosilhomocisteina
hidrolasa; 4: cistationina f-sintetasa (CBS), 5: cistationina -liasa; 6: metilen-
tetrahidrofolatoreductasa; 7: metionina sintetasa; 8: betaina-
homocisteinametiltransferasa; X: aceptor de metilos; CH3X: aceptor metilado; SAM,
SAH, THF, NsMetilTHF, N5 NjoMetilenTHF: consultar indice de abreviaturas.
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destacar que la reaccion catalizada por la metionina sintetasa presenta
dos aspectos metabdlicos de interés: es una de las dos enzimas
conocidas que utiliza vitamina B12 y es la Unica reaccion en donde
interviene el N°-metilTHF como dador de grupos metilos (Shane,
1995).

La otra via de recuperacion de Met a partir de Hcy por remetilacion
consiste en utilizar como sustrato la betaina en lugar del N°>—metil THF.
La betaina es un derivado de la colina, la cual es el componente polar
del fosfolipido de membrana méas abundante, la fosfatidil colina. La
betaina proviene de la oxidacion del grupo aldehido de la colina. Esta
es la que cede su grupo metilo a la Hcy mediante la enzima betaina:
homocisteinametiltransferasa, transformandose en dimetilglicina. La
enzima BHMT es inhibida reversiblemente por los productos de la
reaccion, Met, N,N,- dimetilglicina y por la SAM (Garrow et al, 1993).
Su importancia en la recuperacion de Met a partir de Hcy es muy
pequefia ya que el substrato, la colina, no suele estar disponible porque
es fundamental para la sintesis de fosfolipidos. Ademas, esta enzima
Unicamente se encuentra en higado y rifion, mientras que la
recuperacion de Met por folatos, esta presente en todas las células del

organismo.
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1.3.2.2. Viade la Transulfuracion: Sintesis de Cisteina.

Como ya se ha mencionado, la Hcy, en su ruta metabolica de
transulfuracion, se transforma en Cys en dos reacciones dependientes
de la vitamina Be.

En la primera reaccion se obtiene cistationina a partir de Hcy y serina
(Ser) en respuesta a la accion sintetizadora de la enzima CBS. En la
segunda reaccion, la cistationina es desaminada por la accién de la
enzima cistationina-p-liasa, obteniéndose Cys y B-cetobutirato.

La concentracion plasmatica de Met determina si la Hcy seguira la ruta
de la transulfuraciono de la remetilacion. Cuando la concentracion
plasmatica de la Met esta aumentada, se produce un incremento en el
flujo de la transulfuracion y una disminucién de la tasa de la
remetilacion de la Hcy. Esto es debido al control metabdlico que ejerce
el incremento tisular de SAM, el cual simultdneamente activa la CBS e
inhibe la MTHFR hepatica. Por lo tanto, en estas condiciones hay un
aumento de la sintesis de Cys y, en consecuencia, de Cys, y una
disminucién de N°-metilTHF. En cambio, ante una disminucién de la
concentracion de Met, se inhibe la CBS y se activa la MTHFR

(Cordoba et al, 1998).
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1.3.3. LOS FOLATOSY LA SINTESIS DE BASES PURICAS

La sintesis de bases pdricas se realiza normalmente mediante la
reutilizacion de los metabolitos formados durante su catabolismo
(sintesis de recuperacion): sin embargo, en aquellas celulas de un alto
ritmo de crecimiento, esta via es insuficiente y son capaces de sintetizar
bases pdricas paso a paso a partir de sustancias mas elementales
(sintesis de novo), mucho mas costosa energéticamente (Kappock et al,
2000). En esta sintesis de novo, la base pdrica se construye sobre un
esqueleto de ribosa hasta llegar a los nucleétidos adenilato (AMP) y
guanilato (GMP).

Los folatos intervienen en dos de estas reacciones, incorporando un

atomo de carbono en cada una de ellas en forma de N*°-formilTHF

(Figura 7).
€02 Glicina
~~Ni6 “gq:"";'\ tetrahidrofolato

1, gL g8C~
NLformil- < ~3 ~C~n&— Glutamina

tetrahidrofolam/

ribosa-P

Glutamina

Figura 6:Procedencia de cada uno de los &tomos de la sintesis del anillo de purina

durante la sintesis de novo.
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En la primera reaccién en N**-formil THF transfiere su grupo formilo al
grupo amino del residuo de glicina unido a la ribosa formando
formilglicinamidaribonucle6tido por medio de la glinicamida-
ribonucleotidotransformilasa (GART), enzima que cataliza tres de las
diez reacciones de la sintesis de novo. La segunda reaccion de
transferencia de N'°-formil THF es la incorporacién del Gltimo carbono
del anillo, formando formaminoimidazol carboxiamida ribonucle6tido,
gracias a la enzima 5-aminoimidazol-4-carboxamida ribonucleotido-
formiltransferasa/IMP ciclohidrolasa (ATIC), que interviene también la

ciclacion final del anillo (Rayl et al, 1996).

1.3.4. FORMACION DE DESOXITIMIDILATO

Los folatos también intervienen en la sintesis de timina, proceso de
extraordinaria importancia en la duplicacién y reparacion de DNA. El
grupo metilo de la timina procede del N°,N*°-metilenTHF mediante una
reaccion catalizada por la timidilatosintetasa (TYMS) (Figura 8). El
substrato de la reaccion es el desoxiuridilato (dUMP) que se metila en
desoxitimidilato (dTMP), transformandose el N°N°-metilenTHF en
dihidrofolato (DHF). La recuperacion del N° N*°-metilenTHF se realiza
en dos pasos. En primer lugar el DHF se transforma a THF gracias a la

dihidrofolatoreductasa (DHFR). Por ultimo, el THF recoge la cadena
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lateral alcoholica de la Ser, gracias a la serina hidroximetiltransferasa
(SHMT), convirtiéndose en glicina (Benkovic y Hammes-Schiffer,

2003).

dUMP dTMP
Timidilato
sintasa

N N metilen
tetrahidrofolato

Glicina NADPH
Dihidrofolato
reductasa
Serina NADP
Tetrahidrofolato

Figura 8: Regulacién de la sintesis de desoxitimidilato por medio de la

Dihidrofolato

timidilatosintetasa y la dihidrofolatoreductasa.

1.3.5. METABOLISMO DE LOS AMINOACIDOS

Como ya se ha mencionado en el parrado anterior, los folatos también
intervienen en el metabolismo de la glicina y Ser, mediante una
reaccion reversible catalizada por la SHMT, que utiliza N°N™-

metilenTHF como cosustrato (Garrow et al, 1993). Existen dos
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isofomas, una citosélica, que cataliza el paso de glicina a Ser y otra

mitocondrial para el paso de Ser a glicina (Figura 9).

Glicina Serina

NS-
N%metilT
HF

THF

Figura 9: Mecanimos de accion de la serinahidroximetiltransferasa.
Ademas de estos dos amino&cidos, los folatos son fundamentales para el metabolismo

de la Met y la Cys, tal como se coment6 en el ciclo de los metilos.

1.3.6. ESQUEMA GENERAL DEL METABOLISMO DE LOS
FOLATOS

A continuacion se presenta un esquema general del metabolismo de los
folatos, con las complejas relaciones que existen entre ellos y

destacando los enzimas y coenzimas que intervienen en las reacciones.
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1.4, OTROS ASPECTOS MOLECULARES RELACIONADOS

CON LOS TRASTORNOS TEMPOROMANDIBULARES

1.4.1. LAS HORMONAS SEXUALES Y LOS TRASTORNOS
TEMPOROMANDIBULARES

Existen muchas evidencias que hablan a favor de una relacién entre las
hormonas sexuales (fundamentalmente el estradiol) y los TTM. Asi,
como se ha dicho anteriormente, es mas frecuente en mujeres
(Carlsson, 1999); la terapia hormonal sustitutoria se asocia con esta
patologia (LeResche et al, 1997); los niveles de estradiol en liquido
sinovial son mayores en sujetos con TTM que en controles (Cheng et
al, 2001).

Se ha sugerido una hipétesis inflamatoria sobre el efecto del estradiol
sobre los TTM. Asi, se sabe que el estradiol eleva la concentracion de
ciertas interleuquinas (IL) como IL-1pB, IL-6 e IL-8 en el cartilago de
los TTM (Kawasaki et al, 2000;Yun et al 2008). Sin embargo, la forma
en como los estrégenos inducen esta liberacion de citoguinas no esta
aun aclarada.

Existen también algunos autores que han estudiado una posible relacién
etiologica entre ciertos polimorfismos genéticos del receptor tipo a de

estrogenos y la predisposicion a padecer TTM (Kim et al, 2010;
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Ribero-Dasilva et al, 2009; Kang et al, 2007). Sin embargo, los
resultados son contradictorios y a menudo no se refieren a los mismos

genes.

1.4.2. GENERACION DE RADICALES LIBRES Y
TRASTORNOS TEMPORO-MANDIBULARES

En Bioquimica, un radical libre es una especie molecular que posee un
electron desapareado, lo que la hace extremadamente inestable y, por
tanto, con gran poder reactivo. Los radicales libres se generan en la
respiracion celular debido a que los electrones transportados por los
complejos de O&xido-reduccion de la mitocondria no siempre se
transfieren al reductor final, el oxigeno, para producir agua. Esta
reduccién parcial de electrones genera un oxigeno con un electron
desapareado, el anion superoxido (O;). Aunque el transporte
electronico mitocondrial es muy eficiente para que no se produzcan
estas reducciones parciales, es inevitable que se generen ciertas
cantidades de anion superdxido (Culotta, 2000).

Tanto el anion superdxido como el peroxido de hidrdégeno (generado
por la superoxidodismutasa al actuar sobre el primero) y otras especies
se llaman especies reactivas del oxigeno (ROS) y estan implicadas cada

vez mas en una serie de procesos como el envejecimiento, la
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aterogénesis, cancer, etc (Beckman y Ames, 1998; Libby, 2000;
Burr,1994). Esta generacion de radicales libre se conoce también como
estrés oxidativo.

En relacién con los TTM, se ha desarrollado la hipotesis de que la
produccién de radicales libres en la ATM y la posterior induccion de
los eventos moleculares pueden amplificar el dafio en los tejidos

articulares complicando el proceso (Milam et al, 1998).

1.4.3. ASPECTOS MOLECULARES DE LA SENSACION
DOLOROSA Y SU RELACION CON LOS TRASTORNOS
TEMPOROMANDIBULARES

La percepcién de la sensacion dolorosa es un proceso complejo en el
que intervienen multiples procesos bioguimicos bien conocidos junto
con otros de integracion cortical, desconocidos hasta el momento. El
dolor debe ser considerado una experiencia altamente subjetiva que se
completa con experiencias fisicas, psicolégicas y sociales del
individuo. La existencia de diferencias individuales en la respuesta al
estimulo doloroso es una observacion bien conocida que sugiere qué
algunos factores genéticos deben estar implicados en la modulacién de
la respuesta a estimulos dolorosos. Existe mucha bibliografia sobre

polimorfismos genéticos y susceptibilidad al dolor, no so6lo en su
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aspecto nociceptivo, sino también en relacion a factores psicosociales
como el estrés, el miedo, el estado de humor... Estas variantes
genéticas se han examinado recientemente en un articulo de revision
(Fernandez Robles et al, 2012). Es interesante mencionar que, dentro de
estos polimorfismos relacionados con la percepcion dolorosa, destacan
los sistemas de neurotransmision (Price, 2000)

Asi, se ha descrito que variantes de una region polimorfica del gen del
transportador de serotonina SLCAA4 relaciona el dolor con los TTM
(Ojimaet al, 2007), aunque otros autores no encuentran esta asociacion
en la misma regién polimorfica (Herken et al, 2001). También se han
encontrado asociaciones entre el dolor de los TTM vy ciertos haplotipos
del gen del receptor B2 adrenérgico (Diatchenko et al, 2007) y con
ciertos polimorfismos del gen de la catecol-O-metiltransferasa

(Nackley y Diatchenko, 2010).
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2.1. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

El TTM es un sindrome multifactorial que ha sido asociado a factores
relativos al género (hormonales), anatomicos (morfogenéticos,
biomecanicos e inflamatorios) y psicogenos (estrés, ansiedad). Como
cualquier sindrome multifactorial, el TTM representa el problema de
desentrafar los distintos factores que son la causa y la evolucién del
mismo. En este estudio se ha pretendido analizar posibles asociaciones
de variantes genéticas, unas estudiadas previamente como receptores de
estrdgenos Y el transportador de la serotonina SLC6A4, y otras nuevas,
tales como los genes asociados al metabolismo de los folatos como
factor nutricional, genes asociados al metabolismo oxidativo y el gen
del receptor de Dopamina, como gen asociado a la percepcidn sensorial
del bienestar.

Para este trabajo se ha planteado la implicacién de 27 polimorfismos
ubicados en 17 genes, y su relacion con los TTM.

El estudio de genes relacionados con el ciclo de folatos participa

directamente en las dos formas: la genética y la epigenética, a través de

Tesis doctoral 71



Angel Aneiros

la interaccidon de los factores nutricionales. De debe tener en cuenta que
el déficit de folatos es la carencia vitaminica mas prevalente en
humanos. Por otro lado, el nivel oxidativo de los tejidos, mediado por
marcadores geneticos polimdrficos, esta directamente relacionado con
la inflamacion, que a su vez se relaciona con tejidos susceptibles por su
alto metabolismo o actividad, rol adjudicable a la ATM, y también
sujeto a factores genéticos y epigenéticos. Un tercer planteamiento es
que el estado emocional y el umbral y tolerancia a la percepcién del
dolor, relacionados con factores neuroldgicos y de neurotransmision,
también pueden estar asociados a marcadores genéticos. EI conjunto de
estos marcadores genéticos, analizados bien de forma individual o en

interaccidn, puede aportar datos acerca de la etiologia de la TTM.

2.2. HIPOTESIS

2.2.1. GENERAL

El TTM es un sindrome multifactorial relacionado con un periodo de la
vida humana de finalizacion del crecimiento en el que la base genética
y su epigenética estan asociados al metabolismo del acido folico, estrés

oxidativo, hormonas Yy neurotransmision. Existen polimorfismos
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genéticos relacionados con cualquiera de estos metabolismos asociados

al TTM.

2.2.2. PORMENORIZADAS

1.

El TTM tiene un patron de distribucion poblacional claramente
desequilibrado en favor de las mujeres. Esta desviacion debe estar
condicionada hormonalmente. Los receptores de las hormonas
sexuales presentan polimorfismos genéticos con distinta
funcionalidad. Las variaciones genéticas de los receptores de
estrdgenos estan relacionadas con el TTM.

El ciclo de los folatos es un sistema enzimatico gobernado por un
conjunto de genes polimorficos y directamente relacionados con la
nutricion. EI déficit de folatos esta relacionado con los TTM por
via genética y nutricional, dado que un déficit vitaminico asociado
a unas variantes genéticas de menor o mayor funcionalidad
favorece el proceso inflamatorio en tejidos articulares en fase de
crecimiento.

El grado de oxidacion de los tejidos esta en relacion con factores
genéticos variables en funcion de las distintas actividades de las
enzimas detoxicantes de radicales libres. La oxidacion de los

tejidos esta en relacion directa con la actividad de los tejidos diana.
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La oxidacién en los tejidos en la época de maximo crecimiento
produce una activacion de aquellos factores relacionados con la
inflamacion que, a su vez, estan relacionados con la concentracion
de radicales libres y la capacidad de amortiguacion por los
sistemas enzimaticos antioxidativos. Los polimorfismos geneéticos
de las enzimas involucradas en la detoxicacion oxidativa estan
relacionados con el TTM.

La percepcion del dolor, sintoma univoco en el TTM, varia de unos
individuos a otros a tenor de la variabilidad del metabolismo de la
neurotransmision. Los polimorfismos genéticos relacionados con el
metabolismo de la serotonina y la dopamina estan relacionados con
el estado emocional y con la percepcién del dolor, y por tanto, con

el TTM.

2.3 OBJETIVOS

2.3.1 GENERAL

Determinar el grado de asociacion de polimorfismos genéticos del

metabolismo  endocrino  (estrogenos),  nutricional  (folatos),
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neuropsicoldgico (dopamina y serotonina) y oxidativo (glutation) con

el desarrollo de los TTM.

2.3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

1.

Estudiar la asociacion de los polimorfismos del receptor de
estrdgenos con el TTM.

Estudiar la asociacion entre polimorfismos genéticos del ciclo de
los folatos con el padecimiento de TTM.

Estudiar la asociacion de polimorfismos genéticos relacionados
con el grado oxidativo en pacientes con TTM.

Estudiar la asociacion de algunas de las variantes mas comunes
asociadas al estado emocional y de la percepcion del dolor con los
TTM.

Determinar los grados de asociacion de los haplotipos de los

distintos polimorfismos estudiados con los TTM.
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MATERIAL'Y METODOS
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3.1. DISENO DEL ESTUDIO

Se realiz6 un estudio caso-control con objeto de evaluar el impacto de
los polimorfismos genéticos, mas adelante descritos, sobre los TTM.
Un total de 229 individuos (69% mujeres, 31% hombres) se incluyeron
en este estudio; 86 fueron pacientes diagnosticados de TTM y 143
fueron sujetos control sanos. El tamafio de la muestra se calculo en
funcién de la prevalencia de los TTM y de la frecuencia genotipica y

alélica de los polimorfismos seleccionados en la poblacion a estudiar.

3.2. SELECCION DE PACIENTES

Para el grupo de casos (pacientes afectos de TTM) se selecciond, en
primer lugar, 35 pacientes diagnosticados de TTM provenientes
médicos odont6logos expertos en TTM de consultorios privados
(“Clinica Rincon” y “Clinica Dental Aneiros”, ambas en Malaga,
Espafia). Por otro lado, se invitd a participar en el estudio a 556
estudiantes voluntarios de la Universidad de Malaga (57% mujeres,
43% hombres). Todos ellos contestaron a un cuestionario sobre TTM,

descrito en la Tabla 2 (McNeill et al, 1990). 98 individuos respondieron
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correctamente a cuatro o mas preguntas del cuestionario. Estas
personas fueron invitados a ser clinicamente evaluados por un
odontélogo altamente cualificado en TTM siguiendo la guia
RDC/TMD (Dworkin y LeResche, 1992). De ellos, 14 no acudieron al
examen odontologico y 33 no tuvieron signos clinicos de TTM.

Por tanto, el grupo caso quedd constituido por 86 pacientes (35
diagnosticados previamente, 51 voluntarios diagnosticados), de los
cuales el 74% fueron mujeres (edad media 19,4+2,9 afios) y 26%
hombres (edad media 23,6+4,1). Los criterios de exclusién para los
pacientes con TTM fueron: historia clinica de lesiones traumaticas en
cabeza y cuello, anormalidades craneales de etiologia conocida o
desconocida, enfermedades inflamatorias cronicas, retardo mental,
dependencia a drogas y enfermedades neurolégicas.

El grupo control se construy6 con los voluntarios que no respondieron
afirmativamente a ninguna de las preguntas del cuestionario. Todos los
participantes eran sujetos sanos sin ningun signo o sintoma de TTM. Se
selecciond a las personas con edad aproximada al grupo de casos.
Resumiendo, el grupo control qued6 constituido por 143 sujetos, 66%

mujeres (edad media 19,6+3,3) y 34% hombres (edad media

(22,3+4,1).
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1.

Tabla 2: Cuestionario para el diagnostico de trastorno temporomandibular.

¢ Tiene dificultad o dolor, 0 ambos, cuando abre la boca o, por

ejemplo, cuando bosteza?

¢ Se queda su mandibula atascada, bloqueada o se desencaja?

¢ Tiene dificultad o dolor, o ambos, cuando mastica chicle,

habla o usa sus mandibulas?

¢ Oye usted ruido en la articulacién de su mandibula?

¢Siente dolores en o cerca de los oidos, las sienes o las

mejillas?

¢Se siente incomodo o extrafio cuando muerde o mastica?

¢ Tiene dolores de cabeza frecuentes?

¢Ha tenido una lesién reciente en la cabeza, en el cuello o en

la mandibula?

¢Ha sido previamente tratado por un problema de

articulacion de la mandibula? Si es asi, ¢cuando?
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Todos los participantes firmaron un formulario de consentimiento
informado y los entrevistadores registraron sus datos personales. El
protocolo de estudio fue aprobado por el Comité Etico de la

Universidad de Malaga y conforme a la Declaracion de Helsinki.

3.3. OBTENCION DE LAS MUESTRAS Y EXTRACCION DE

ADN

Después de obtener el consentimiento informado, se recogieron
muestras de mucosa oral de los 229 pacientes frotando la cara interna
del carrillo con hisopos de algodén estéril y seco. Se notificé a los
pacientes que no podian comer ni beber nada al menos una hora antes
de la prueba.
La extraccion de salting-out que se realizd, descrita previamente por
Martinez et al (1998), consiste basicamente en:
- Lisis celular en tampon Tris-HCI 10 mM, pH 8.0 con SDS (1%)
y proteinasa K (1mg/ml) durante toda la noche a 37°C.
- Precipitacion de las proteinas por adicion de CINa 3M vy
centrifugacion a 12.000 rpm 5 min.
- Precipitacion del DNA del sobrenadante mediante adicion de

isopropanol y centrifugacion 12.000 rpm 5 min.
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- Lavado del pellet con etanol al 70% varias veces.
- Reconstitucion del pellet, una vez seco de etanol, con agua

estéril libre de DNA.

3.4. TECNICAS DE GENOTIPADO

En este trabajo se analizaron 27 polimorfismos genéticos de 17 genes.
Un polimorfismo es una variacion en la secuencia de un lugar
determinado del ADN entre los individuos de una poblacion, siempre
que esta variacion aparezca en al menos un 1% de la poblacion. Estas
variaciones en la secuencia pueden ser de tipos diferentes:

- Polimorfismos de una sola base (SNP, del inglés “single
nucleotide polymorphism”). Este cambio de una sola base
puede estar en los exones, en los intrones, o en regiones
flanqueantes del gen (5’-URT o “corriente arriba”, si es la
region previa al primer codon de traduccion, o 3’-UTR 0
“corriente abajo”, en la regién posterior al ultimo codon
traducido).

- Otros polimorfismos no son sustituciones de bases, sino que son

deleciones o inserciones de una o varias hases, o la existencia
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de un numero variable de repeticiones en tandem (VNTR) o, a
veces, hasta la desaparicion completa del gen (genotipo nulo).
Es decir, la variabilidad esta siempre relacionada con la
disminucion o aumento del numero de bases del gen. Ya que las
técnicas empleadas para el analisis de estos polimorfismos es
diferente al anlisis de SNPs. llamaremos a éste Gltimo Analisis

de Fragmentos (FRG) y al primero Analisis de SNPs.

3.4.1. ANALISIS DE SNPs: AMPLIFICACION DE DNA EN
MULTIPLEX Y MINI-SECUENCIACION

Todos los genotipados, sean de SNPs o de fragmentos, tienen en comun
un primer proceso, que es la amplificacion de DNA mediante una
técnica universalmente conocida como es la PCR (reaccion en cadena
de la polimerasa). No vamos a detenernos en una explicacion detallada
de esta técnica, y baste con decir que mediante el empleo de un par de
pequefias secuencias (denominadas primeras o cebadores) y un cierto
namero de ciclos de altas y bajas temperaturas, se puede obtener un
gran numero de copias de un fragmento de DNA especifico (Mullis et
al, 1986). En la Figura 11 se resume el proceso de PCR.

La PCR se puede hacer individual, de una sola secuencia del genoma, o

bien de varias secuencias a la vez en un mismo tubo de ensayo,
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mediante el empleo de tantas parejas de cebadores como secuencias se
quieran estudiar (Figura 12). A esta técnica se la conoce como PCR
multiplex (Hayden et al, 2008). Las condiciones minimas que debe
cumplir una PCR multiplex son:
- Todos los cebadores deberan reaccionar a una Temperatura de
fusién (Tm) similar, dentro de un rango de +/-5°C.
- Los tamarios de los productos amplificados de la PCR deberan
ser también semejantes pero distinguibles, entre unos valores de

200 a 600 pares de bases (pb).

Una vez amplificadas las diferentes secuencias que se quieren estudiar,
se debe emplear un método de deteccion de los diferentes
polimorfismos. Estas técnicas son muy variadas, como la electroforesis
en gel, el empleo de sondas fluorescentes o la mini-secuenciacion En
este trabajo la deteccion de los SNPs, una vez amplificados, se realiz6

mediante la técnica de mini-secuenciacion (Pastinen et al, 1997).
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Figura 11: Ciclo de una PCR (B) y reactivos necesarios (A).
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Figura 12: Esquema de una PCR multiplex de cuatro secuencias.

La mini-secuenciacion consisten en la utilizacion de un cebador
(cebador de mini-secuencia) que se hibrida a una secuencia
inmediatamente adyacente a la posicion donde se encuentra el SNP vy,
mediante el empleo de didesoxinucledtidos marcados fluorescentes y
una DNA polimerasa, se afiade el nucledtido marcado complementario

al sitio donde se halla el SNP. Cada didesoxinucleétido (ddGTP,
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ddATP, ddCTP y ddTTP) estd marcado con una sustancia fluorescente
diferente. La reaccion de mini-secuenciacion se realiza en todos los
SNPs de la multiplex a la vez. Una vez realizada esta reaccion se pasa
al sistema de medida, que suele ser una electroforesis capilar (que
separa cada SNP por su tamafio), sequida de una deteccion fluorescente
de cada secuencia amplificada, para conocer qué base se ha

incorporado en la mini-secuenciacion.
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¥

Didesoxi marcado

.aaa-

v
1HEEEHEIE
~g.oggE@@a. . .

Figura 13: Mini-secuenciacion de una sola base.
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3.4.2. ANALISIS DE FRAGMENTOS: PCR MULTIPLEX Y
DETECCION DEL TAMANO AMPLIFICADO

En este caso, el procedimiento es mas sencillo, ya que las secuencias
cuyo polimorfismo consiste en deleciones, inserciones, VNTR, etc.
tienen un numero de pb diferentes, es decir, un tamafio diferente. Estos
polimorfismos, por tanto, son faciles de medir en electroforesis capilar
marcando uno de los dos cebadores con fluorescencia (Butler et al,
2001).

En resumen, para el FRG (inserciones, deleciones, VNTR, alelo nulo)
se realiza en primer lugar una PCR multiplex, donde uno de los dos
cebadores que usamos para cada secuencia esta marcado con una
sustancia fluorescente. Una vez realizado el numero de ciclos
adecuados, se desarrolla una electroforesis capilar con deteccion
fluorescente, y como cada amplificado tiene un tamafio (el delimitado
por los dos cebadores) y una de las sondas estd marcada en la zona

polimorfica, son posibles de identificar.

Tesis doctoral 89



Angel Aneiros

3.5, PROTOCOLOS PARA EL GENOTIPADO DE LAS

MUESTRAS

Se disefiaron tres plataformas para el analisis de los diferentes
polimorfismos genéticos estudiados (Tabla 3). Dos de ellas se
disefiaron para el andlisis de los 20 SNPs estudiados (SNP1 y SNP2) y
la tercera para el analisis de otros polimorfismos de 7 variantes
genéticas diferentes al SNP (deleciones, inserciones, VNTR, genotipo
nulo) que hemos llamado FRG.

Los cebadores se disefiaron usando el software para analisis de
cebadores Oligo, version 4.0, y se sintetizaron comercialmente
(AppliedBiosystem). Todas las secuencias de cebadores usadas en este
trabajo se encuentran en la Tabla 4. Para verificar la validez y
reproductibilidad de las técnicas, la calidad de cada polimorfismo

aislado se cheque6 mediante PCR aisladas.
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Tabla 3: Disefio de las tres plataformas de genotipado.

SNP1 SNP2

SHMT rs1979276 TCN rs1801198
SHMT rs1979277 MTHFR rs1801131
SHMT rs643333 MTHFR rs1801133
SHMT rs638416 CBS rs5742905
SHMT rs3783 ABCB1 rs1045642
TYMS rs2853542 MTR rs12749581

TCN rs9606756

ATIC rs2372536

BHMT rs3733890

MTHFD1
rs2236225

MTRR rs1801394

RFC1 rs1051266

Tesis doctoral

ESR1 rs9340799

ESR1 rs2234693

FRG

TYMS rs34489327
TYMS rs34743033
CBS cbs844ins68

DHFR
DHFR19bpdel

GSTM1 GSTM1del
DRD4 drd4-48bptr

SCC6A4 5-HTTLPR
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3.5.1. PROTOCOLO PARA EL GENOTIPADO DE SNPs
Los genotipados de las dos plataformas de SNP se realizaron mediante
mini-secuenciacion multiplex precedida de PCR multiplex (Caravalho

y Pena, 2005). Este protocolo consta de tres pasos:

1. Amplificacién de las regiones flanqueantes de los SNPs por
PCR multiplex. Las reacciones de PCR se llevaron a cabo en un
volumen de 10 pL con los siguientes componentes:

- 100 ng de DNA gendmico.

- Tampon 1xAmpliTag Gold® (Applied Biosystem).

- MgCl; 1.5 mM.

- dNTPs 0.2 mM.

-1 unidad de ampliTag Gold® DNA polimerasa.

- Mezcla de pares de cebadores (concentracion de cebador entre

0,1y 0.6 mM).

La amplificacion se llevd a cabo en un termociclador 2720

(AppliedBiosystem) y consistié 94°C durante 5 minutos, seguidos de 35

ciclos de 30 segundos a 95°C, 30 segundos a 50°C y 30 segundos a
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72°C. Terminados los ciclos se continud con una extension final de 7
minutos a 72°C.

Los productos del PCR se chequearon en un gel de agarosa (Aldrich) al
2% vy se tifleron con SYBR® safe DNA gel stain (Invitrogen),
observandose las bandas correspondientes entre 100 y 400 pb.

Para eliminar el exceso de cebadores y dNTPs, los productos de PCR se
digirieron con una mezcla de exoCIAP (exonucleasa | y fosfatasa
alcalina de intestino de ternera) que consistid en 2 unidades /10 pL
PCR de exonucleasa I de E.colli (Exo |, Takara®) y 5 unidades/10 puL
PCR de fosfatasa alcalina (CiAP, Takara®), incubandose a 37°C
durante 60 minutos. Una vez acabado, las enzimas se inactivaron por

calor a 80°C durante 20 minutos.

2. Mini-secuenciacion multiplex de cada locus de los multiplex
SNP (SNP1, SNP2). Los cebadores de mini-secuenciacion con el
extremo 3’ adyacente al SNP diana se disefiaron para que se hibridaran
con los productos de PCR correspondientes (ver Tabla 4). Una reaccién
de mini-secuenciacion extendio este cebador, produciéndose diferentes
productos para cada alelo. La reaccion se llevé a cabo en un volumen
de 11 pL:

- 4 uL de producto de PCR purificado.
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- 6 uL de una mezcla de los cebadores de mini-secuenciacion (2
pM/uL).

-1 pL de kit SNaPshot® multiplex (Applied Biosystem).

Las condiciones de mini-secuenciacion consistieron en 40 ciclos de
96°C durante 10 segundos, 50°C durante 7 segundos y 60°C durante 30
segundos. Después de esto, se procedid a purificar la muestra usando 1
unidad de fosfatasa alcalina (Takara®) a 37°C durante una hora. Por

ultimo, se inactivé la actividad enzimatica durante 20 minutos a 80°C.

3. Andlisis de los productos de mini-secuenciacion por
electroforesis capilar. Se mezclaron 4 pL de los productos de mini-
secuenciacion purificados con 10 pLL de HIDI™ formamida y 0,2 pL de
GeneScan-120 LIZ® size standard (AppliedBiosystem) y se
desnaturalizaron a 95°C durante 5 minutos. Los productos marcados
fluorescentes se resolvieron por electroforesis capilar en un analizador
genético ABI PRISM 3130 (AppliedBiosystem). La matriz DS02
(AppliedBiosystem) se usé a velocidad total durante 17 minutos con 8
segundos de inyeccion. Los datos recogidos se analizaron con el

software GeneMaper™ 4.0 (AppliedBiosystem).
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En la Figura 14 se muestra el electroforograma con los diferentes picos

de los locus analizados de las dos plataformas de SNP.

A. Secuenciacion de los genotipos de la plataforma SNP1.

o GeneScan 3.7 - [PCRISNPprop1 3tyms3_TIRAR_TIRAR. fsa] ‘ J&:
| Fle Edk Project Sample Settings View Windows Hep -8 X
+ 1600 20

400

00
00 | l
oo, |
. ‘
1600 “

: .

0 A “J\ ol
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B. Secuenciacion de los genotipos de la plataforma SNP2.

lll GeneScan 3.7 - [SNPHULTIPLEX2PRP2. snptirar_snptirar, fsa]

ﬂFile Edt Project Sample Settings View Windows Help &
+ 150 110
5600 _

40|
4000 |
200 |
40
1600 _
00|
0

BIG] Y I w05 v o]

Figura 14: Analisis de picos de los electroforogramas de las plataformas de
genotipado SNP1 (A) y SNP2 (B).

96 Tesis doctoral



Polimorfismos genéticos y DTM

3.5.2. PROTOCOLO PARA EL GENOTIPADO DE
FRAGMENTOS

Aquellos polimorfismos diferentes a SNPs (inserciones, deleciones,
repeticiones en tandem, genotipo nulo) se detectaron mediante un PCR

multiplex bajo las siguientes condiciones:

100 ng DNA gendmico.

- Tampon 1xGoTaq Flexi® (Promega).

- MgCl; 1,5 mM.

- 0,2 mM de pares de cebadores (concentracion de cebador entre
0,1y 0.6 mM), uno de cada par marcados.

- Betaina 50 mM.

- 1unidad de GoTagFlexi® DNA polimerasa (Promega).

Los cebadores marcados con fluorescencia se muestran en la Tabla 4.
La amplificacion se llevd a cabo en un termociclador 2720
(AppiedBiosystem) y consistio en 94°C durante 5 minutos, seguido de
35 ciclos de 30 segundos a 94°C, 45 segundos a 58°C y 60 segundos a
72°C. Al acabar los ciclos se termino con una extension final durante 7

minutos a 72°C.

Tesis doctoral 97



Angel Aneiros

Los productos del PCR se chequearon en un gel de agarosa (Aldrich) al
2% vy se tifleron con SYBR® safe DNA gel stain (Invitrogen),
observandose las bandas correspondientes entre 100 y 600 pb.

Para eliminar el exceso de cebadores y dNTPs, los productos de PCR se
digirieron con una mezcla de exoCIAP (exonucleasa | y fosfatasa
alcalina de intestino de ternera) que consistié en 2 unidades /10 pL
PCR de exonucleasa | de E.colli (Exo I, Takara®) y 5 unidades/10 pL
PCR de fosfatasa alcalina (CiAP, Takara®), incubandose a 37°C
durante 60 minutos. Una vez acabado las enzimas se inactivaron por
calor a 80°C durante 20 minutos.

A continuacidn se llevé a cabo el anélisis de los productos de PCR por
electroforesis capilar. Se mezclaron 4 pl. de los productos de
minisecuenciacion purificados con 10 uL. de HIDI™ formamida y 0,2
uL de GeneScan-600 LIZ® size standard (AppliedBiosystem) y se
desnaturaliz6 a 95°C durante 5 minutos. Los productos marcados
fluorescentes se resolvieron por electroforesis capilar en un analizador
genético ABI PRISM 3130 (AppliedBiosystem). La matriz DS33
(AppliedBiosystem) se usé a velocidad total durante 45 minutos con 5
segundos de inyeccion. Los datos recogidos se analizaron con el

software GeneMaper™ 4.0 (AppliedBiosystem).
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En la Figura 15 se muestra el electroforograma con los diferentes picos

de los locus analizados de la plataforma de fragmentos.

Figura 15: Analisis de picos de los electroforogramas de las plataformas de

genotipado de fragmentos.

3.6. ANALISIS ESTADISTICOS

Todos los analisis relativos a los test y anamnesis se realizaron
mediante el software estadistico Statistical Package for Social Sciences
(SPSS v. 16,0 para Macintosh; SPSS Inc., Chicago, IL).

Para determinar las diferencias de frecuencias alélicas y genotipicas de
cada polimorfismo estudiado entre pacientes TTM y sanos, un se utilizd
la prueba de chi-cuadrado (}2). Cualquier valor p < 0,05 fue
considerado como diferencia estadisticamente significativa. Para la

evaluacion del riesgo entre sujetos con TTM y controles sanos se
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calcul6 la odds ratio (OR) mediante el test de Cochran-Mantel-Haenzel
con un intervalo de confianza (IC) del 95%. La odds ratio se puede
definir como la probabilidad de que un determinado rasgo (en este caso
los genotipos estudiados) se presente en un grupo de poblacién (en
nuestro caso los TTM) frente al riesgo de que ocurra en otro (en nuestro
caso los controles). Si el valor de este parametro se acerca a 1 significa
que dicho rasgo (genotipo) tiene el mismo riesgo en ambas
poblaciones. Se considerara significativo cuando OR+IC no incluya el
valor 1.

También se estudio si las frecuencias de los diferentes genotipos
estudiados, tanto en TTM como en controles sanos, se hallaban en
equilibrio de Hardy-Wainberg mediante un andlisis de frecuencia y2.
Dicho equilibrio significa que en una poblacién la frecuencias relativas
de cada uno de los tres genotipos de un polimorfismo (homocigoticos
salvajes, heterocig6ticos y homocigo6ticos mutados) deben permanecer
constantes y seguir un modelo de distribucion estadistica. Es decir, las
frecuencias de los genotipos de un locus individual se fijaran en un
valor de equilibrio particular. Estas frecuencias de equilibrio se pueden
representar como una funcion sencilla de las frecuencias alélicas en ese
locus. En el caso més sencillo, con un locus con dos alelos A y a, con

frecuencias alélicas de p y q respectivamente, el equilibrio de Hardy-
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Weinberg predice que la frecuencia genotipica para el homocigoto
salvaje AA es p?, la del heterocigoto Aa es 2pq y la del homocigoto
mutado aa, es g°. El principio de Hardy-Weinberg es una expresion de
la nocién de una poblacion que estd en "equilibrio genético”, y es un

principio basico de la genética de poblaciones.
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RESULTADOS
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Los analisis de genotipo se realizaron en 229 sujetos (69% mujeres), de
los cuales 86 fueron diagnosticados de TTM y 143 fueron clasificados
como controles sanos. No todas las muestras fueron vélidas para todos
los genotipos, debido a que el numero de los individuos puede variar de

uno a otro polimorfismo.

41. EQUILIBRIO DE HARDY-WEINBERG

En las Tabla 5.1 y 5.2 se expresan los resultados del analisis del
equilibrio de Hardy-Weinberg de todos los polimorfismos, tanto en
casos como en controles. El cociente expresa la frecuencia relativa de
cada alelo. La columna referencia indica la frecuencia alélica en
poblaciones caucésicas encontradas en las bases de datos. Como base
de datos referencia se han usado las encontradas en el Proyecto
Internacional HapMap. En caso de no hallarse distribuciones
poblacionales en el HapMap, se ha usado bibliografia de referencia en
ese polimorfismo. Todas las poblaciones referenciales son caucasicas.

El HapMap es un catdlogo de variantes genéticas comunes que se
producen en los seres humanos. Describe lo que son estas variantes,

donde se encuentran en nuestro ADN, y la forma en que se distribuyen
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entre las personas dentro de las poblaciones y entre poblaciones de
diferentes partes del mundo. EI proyecto esta disefiado para
proporcionar informacién que otros investigadores puedan utilizar para
vincular las variantes genéticas de riesgo con enfermedades especificas,
lo que dard lugar a nuevos métodos de prevencion, diagnostico y
tratamiento de la enfermedad.

Como se observa en dicha tabla, uUnicamente se encontraron dos
polimorfismos que no se hallaban en equilibrio de Hardy-Weinberg. El
rs1979277 del SHMT en el grupo control y el rs2236225 de la
metilentetrahidrofolato deshidrogenasa tipo 1 (MTHFD1) en el grupo
de TTM. En la discusion se hablara de las consecuencias que dicho

desequilibrio origina en estos polimorfismos.
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Tabla 5.1: Equilibrio de Hardy-Weinberg de los polimorfismos estudiados.

GEN

SHMT
rs1979276
rs1979277
rs64333
rs638416
rs3783

TYMS
rs2853542
rs34489327
rs34743033

TCN
rs9606756
rs1801198

MTHFR
rs1801131
rs1801133

CBS
rs5742905
cbs844ins68

ABCB1
rs1045642

ATIC
rs2372536

CONTROLES

0.66/0.34; p=0.60
0.43/0.57; p<0.01*
0.72/0.28; p=0.82
0.70/0.30; p=0.83
0,85/0,15; p=0,74

0,88/0,12; p=0,21
0,75/0,25; p=0,42
0,56/0,54; p=0,83

0,86/0,14; p= 0,69
0,70/0,30; p=0,51

0,72/0,28; p=0,82
0.58/0.42; p=1.0

0,86;0,14; p=1.0
0,89/0,11; p=0,33

0.50/0.50; p=0.86

0.63/0.37; p=0.21

TMD

0.57/0.43; p=0.46
0.67/0.33; p=1.0
0.76/0.24; p=0.37
0.51/0.59; p=0.91
0,80/0,20; p=0,30

0,87/0,13; p=0,34
0,70/0,30; p=0,16
0,58/0,42; p=1.0

0,86/0,14; p=0,18
0,63/0,37; p=0,81

0,73/0,27; p=0,15
0.59/0.41; p=1.0

0,91/0,09; p=1,0
0,92/0,08; p=0,88

0.60/0.40; p=1.00

0.65/0.35; p=0.5

REFERENCIA

0.67/0.32
0.66/0.33
0.69/0.31
0.68/0.32
0,71/0,29

0,78/0,22
0,72/0,28
0,56/0,44

0,80/0,20
0,55/0,45

0,66/0,34
0.69/0.31

0,95/0,05
0,89/0,11

0.52/0.47

0.72/0.28

ORIGEN DATOS

HapMap
HapMap
HapMap
HapMap
HapMap

Lima et al, 2013
Hap Map
HapMap

HapMap
HapMap

HapMap
HapMap

HapMap

Franco et al,
1998

HapMap

HapMap

Se muestra la razon de las frecuencias relativas de cada alelo de todos los genes

estudiados, tanto en casos como en controles.
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Tabla 5.2: Equilibrio de Hardy-Weinberg de los polimorfismos estudiados.

GEN

BHMT
rs3733890

DHFR
dhfr19del

GSTM1

gstmldel

MTHFD1
rs2236225

MTR
rs185087

MTRR
rs1801394

RFC1
rs1051266

ESR1
rs9340799
rs2234693

DRD4
Drd4448bpr

SLC6A4
5-HTTLPR

CONTROLES

0.63/0.37; p=0.70

0.57/0.43; p=0.68

0.70/0.30

0.54/0.46; p=0.09

0.80/0.20; p=0.78

0.52/0.48; p=0.46

0.52/0.48; p=0.86

0.67/0.33; p=0.69
0.51/0.49; p=0.60

0.92/0.08; p=0.15

0.60/0.40; p=0.24

TMD

0.65/0.35; p=0.31

0.52/0.58; p=0.24

0.62/0.38

0.41/0.59;
p=0.016*

0.84/0.16

0.39/0.61; p=1.0

0.53/0.47; p=0.49

0.71/0.29; p=0.58
0.55/0.45; p=0.26

0.98/0.02; p=1.0

0.61/0.39; p=0.07

REFERENCIA
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0.57/0.43

0.54/0.46

0.77/0.23

0.55/0.44

0.55/0.45

0.70/0.30
0.59/0.41

0.95/0.05

0.69/0.31

ORIGEN DATOS

HapMap

Johnson et al,
2004

Verlaan et al,
2003

HapMap

HapMap

HapMap

HapMap

HapMap
HapMap

Seaman et al,
1999

Gelernter et
al,1999

Se muestra la razén de las frecuencias relativas de cada alelo de todos los genes
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estudiados, tanto en casos como en controles.
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4.2. ANALISIS DE _RIESGO DE LOS POLIMORFISMOS

ESTUDIADOS

Las diferencias observadas entre las frecuencias genotipicas en
pacientes con TTM y controles sanos, asi como su OR£IC se muestran
en la Tabla 6. Solamente se encontraron diferencias significativas y
riesgos en unos pocos polimorfismos, que a continuacion describiremos
con detalle. Aquellos dénde no hubo diferencias significativas no se
mencionaran en el texto, pero se mostrara una representacion grafica de
los datos de todos ellos en las figuras de la 16 a la 21, que aparecen al

final de los resultados.
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4.2.1. GEN DE LA SERINA HIDROXIMETILTRANSFERASA
TIPO 1 (SHMT1)

Esta enzima cataliza la conversion reversible de Ser a glicina,
transfiriendo grupos metilo a THF, que se transforma en 5,10
metilentetrahidrofolato (5,10-CH2-THF). Durante la proliferacion
celular, esta es la via predominante para la sintesis de pirimidina (ver
Figura 10).

Se observo en pacientes TTM un aumento significativo del alelo G del
polimorfismo rs1979277 (Leu435Phe), en comparacion con los
controles (OR = 3,99; IC 95% 1,72-1,25; p = 0,002). En cuanto al
polimorfismo rs638416 del gen de la SHMT1 de la region promotora
(5'-UTR), se observo un aumento también significativo del alelo C y el
genotipo CC en pacientes con TTM (OR =2,80; IC 95% 1,51-5,21; p =
0,013). Ambos polimorfismos estan en equilibrio (Wang et al, 2007),
por lo que sus frecuencias se pueden medir de forma independiente

como un factor de riesgo para TTM.

42.2. GEN DE LA METILENTETRAHIDROFOLATO DES-
HIDROGENASA TIPO 1
El gen de la MTHFDL1 codifica una proteina que tiene tres distintas

actividades enzimaticas: 5,10-metilenotetrahidrofolatorreductasa
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deshidrogenasa, 5,10 metilentetrahidrofolatociclohidrolasa y-10-
formiltetrahidrofolato sintetasa (FTS). Cada una de estas actividades
cataliza una de las tres reacciones de interconversion de los derivados
de un carbono del THF, que son sustratos para la sintesis de Met,
timidilato y purinas. La actividad enzimatica trifuncional se confiere
por dos grandes dominios: una parte amino terminal que contiene las
actividades deshidrogenasa y ciclohidrolasa, y un dominio méas grande
carboxi terminal con la actividad sintetasa. La transicion de G a A
(rs2236225) en el gen de la MTHFD1, que se traduce en una
sustitucion de Arg-653-GIn estd clinicamente asociada con la
susceptibilidad a los defectos del tubo neural (DTN) sensibles a los
folatos (De Marco et al, 2006). En nuestro estudio hemos encontrado
diferencias estadisticas en las frecuencias alélicas y genotipicas entre
los pacientes TTM y los controles sanos. El alelo T presenté més riesgo

en pacientes con TTM (OR = 3,09; IC 95% 1,27-7,50; p = 0016).

4.2.3. EL GEN DE LA METIONINA SINTETASA REDUCTASA
(MTRR)

La MTRR es responsable de la regeneracion de MTR por metilacion
reductora usando la SAM como donante de metilo. La sustitucion de A

por G (rs1801394) en la regidn codificante se traduce en la sustitucion
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de aminoécidos Ile22Met. El alelo G produce una enzima con menos
afinidad por el sustrato (Olteanu et al, 2002). Un aumento estadistico
del alelo A (OR = 2,35; IC del 95% 1,10-5,00; p = 0,037) se observé en

el grupo TTM.

4.2.4. EL GEN DE LA GLUTATION S TRANSFERASA TIPO
MU 1 (GSTM1)

Este gen codifica una clase de glutatién S-transferasa, la tipo mu. Su
funcién es la desintoxicacion de compuestos electrofilos, incluyendo
carcinégenos, drogas, toxinas y productos del estrés oxidativo,
mediante su conjugacion con glutation. El polimorfismo GSTM1-nulo
es una delecion completa del Gen GSTML1. La variante nula de este
gen se ha asociado a un aumento del cancer y la infertilidad masculina
(Strange et al, 1991; Dhillon et al, 2007), posiblemente debido a una
mayor susceptibilidad a las toxinas ambientales y agentes carcin6genos,
asi como una alteracion en la toxicidad y la eficacia de ciertas
sustancias. Nuestro estudio encontré un aumento estadistica (OR =
2,21; IC del 95% 1,24-4,36; p = 0,030) de la variante nula en los

pacientes TTM en comparacion con el grupo de control.
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425 EL GEN DEL RECEPTOR D4 DE LA DOPAMINA
(DRDA4)

El DRD4 es un subtipo de receptor de la dopamina acoplado a las
proteinas G. El polimorfismo DRD4-48bptr es el VNTR de 48 pb en el
exon 3 del DRD4 y presenta entre 2 a 11 repeticiones. Segun el niamero
de repeticiones, se puede caracterizar el polimorfismo como el alelo
corto (S; DRD4 de 2 a 5 repeticiones) y el alelo largo (L; DRD4 de 6 o
mas repeticiones) (De Luca et al, 2003). Se observaron diferencias
estadisticamente significativas entre las frecuencias genotipicas de
ambos grupos (p = 0,039), pero no hay significacion a la hora de
estudiar el riesgo entre pacientes TTM y controles sanos (OR = 3.12;
95% CI 0,76-17,26; p = 0,181). El genotipo LL no se encontrd en

ninguna de las personas con TTM.
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43. ANALISIS DE FRECUENCIA POR SEXO EN

CONTROLESSANOSY TTM

En la Tabla 7 se ofrecen los datos de las frecuencias de los diferentes
polimorfismos estudiados en el grupo control y TTM subagrupandolos
por sexo. No se encontraron diferencias significativas entre hombre y
mujeres ni dentro de los grupos ni entre grupos, quizas debido a la

disminucion del tamafio muestral al aplicar la variable sexo.
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SHMT
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Figural6: Distribucién de frecuencias de los tres genotipos de los cinco
polimorfismos del gen de la SHMT.
Casos = pacientes TTM; controles = sujetos sanos; OR = odds ratio.
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Figura 17: Distribucion de frecuencias de los tres genotipos de los tres
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TCN
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Figura 18: Distribucion de frecuencias de los tres genotipos de los dos

polimorfismos del gen de la TCN y de los dos polimorfismos de la CBS.
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Figura 19: Distribucion de frecuencias de los tres genotipos de los polimorfismos de

los genes de la MTHFR, MTR y MTRR.

Casos = pacientes TTM; controles = sujetos sanos; OR = odds ratio
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Figura 20: Distribucion de frecuencias de los tres genotipos de los polimorfismos de
los genes de la BHMT, ATIC, MTHFD1 y RFCL1.

Casos = pacientes TTM; controles = sujetos sanos; OR = odds ratio
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Figura 21: Distribucion de frecuencias genotipicasde los dos polimorfismos del gen
de ESR1y de los polimorfismos de la DRD4, SLC6A4, ABCB1y GSTML1.
Casos = pacientes TTM; controles = sujetos sanos; OR = odds ratio
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DISCUSION
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La etiologia de los TTM ha sido y es motivo de controversia. Diversos
campos del conocimiento han sido involucrados. Desde aspectos
puramente anatomicos referidos a las caracteristicas de la ATM,
pasando por factores hormonales asociados a la distribucion sexual
dismorfica en la poblacion, hasta su relacion con estados
psicopatoldgicos. El concepto mas generalizado sobre su etiologia
actual es el de un proceso multifactorial con un enfoque bio-
psicosocial. Los genes candidatos para TTM estudiados hasta ahora
incluyen genes con variaciones involucradas en la percepcion del dolor,
género y etnicidad, citoquinas proinflamatorias, hormonas femeninas,
de la estructura de la matriz extracelular y formas sindrémicas de TTM.
Muchos de los estudios realizados se han dedicado a la perspectiva
inflamatoria inmune y, mas recientemente, a aspectos relativos a la
percepcion del dolor.

En el presente trabajo se ha pretendido abordar esta multifactorialidad
desde un planteamiento genético. Para ello, hemos abordado algunos
polimorfismos estudiados previamente en los que se hallaron
asociaciones con los TTM, tales como polimorfismos relacionados con
los receptores hormonales de estrogenos y los referidos a aspectos
psicoldgicos como los relativos a la recaptacion de serotonina.

Ademas, hemos incluido otros nuevos, como la posible asociacion de
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polimorfismos de receptores de dopamina, factores nutricionales,
involucrados sobretodo en el eje folato Met, que inciden directamente
en los niveles de Hcy, y factores asociados a la eliminacion de
radicales libres como posibles agentes etiopatogénicos involucrados en
la inflamacion.

El Instituto Nacional de Investigacion Dental Craneofacial (NIDCR)
del Instituto Nacional de Salud (NIH), establece que el TTM afecta a
unas 10 millones de personas en USA en cualquier periodo de estudio.
Es una patologia que afecta tanto a hombres como a mujeres, sin
embargo, las mujeres en edad fertil constituyen el 90% de los casos
que buscan tratamiento. En un estudio durante 20 afios, Magnusson et
al (2005) observan que los signos y sintomas de TTM se presentan en
la nifiez, aumentando en la adolescencia, para descender en la edad
adulta. Hay que tener presente que este patron de aparicion, como
discutiremos posteriormente, tiene una temporalidad referida a la
epigenética del crecimiento y desarrollo del ser humano. De esta
manera, y teniendo en cuenta que los sintomas referidos a musculos,
articulaciones y sistema masticador pueden asimilarse a una
multifactorialidad, se han propuesto razones para no considerar los
factores genéticos como implicados en el proceso. La falta de

asimilacion de conceptos, como que la epigenética es una parte de la
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genética, también ha contribuido a desvincular dicha posible
asociacion. Por otro lado, estudios de segregacion familiar no han
aportado tampoco datos que avalen la hipétesis genética. Los TTM no
tienen una predisposicion familiar, segin diversos autores (Raphael et
al, 1999), y no se da en gemelos (Heiberg et al, 1980), aunque mas
recientemente existen estudios que proponen posibles asociaciones en
gemelos monocigo6ticos comparados con dicig6ticos que contradicen
los estudios anteriores (Matsuka et al, 2007; Plesh et al, 2012).

Hoy en dia, el reconocimiento de la epigenética como parte de la
genética, que comprende la interacciéon con el medio y la valoracion
de las variantes genéticas de distintos genes involucrados en procesos
multifactoriales, aporta una nueva perspectiva del papel de la genética
en los procesos multifactoriales.

En la mayoria de los sindromes, como los TTM, se admite que estan
gobernados por férmulas genotipicas que interactian con el medio
dando lugar a procesos sindrémicos, en los cuales existen factores
genéticos y factores ambientales involucrados, y con mdaltiples
combinaciones posibles.

Por lo referido hasta ahora, y teniendo en cuenta que la esencia de los
TTM es un sindrome doloroso en una zona articular de alto

rendimiento y que puede estar relacionada con el crecimiento y con el
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estado psicologico del sujeto, podriamos sugerir que genes
relacionados con la percepcion del dolor, con el género, con la
epigenética del desarrollo articular en las fases de crecimiento, con el
sistema hormonal, con la reactividad inflamatoria y con aspectos
psicdgenos y nutricionales pueden tener participacion directa o
indirecta en el proceso de los TTM. De entre todas estas posibilidades
en este estudio, hemos pretendido abarcar algunos de estos aspectos
que se concatenan e interrelacionan.

Relativo a la percepcidon individual dolorosa, que creemos que puede
ser un factor importante, hemos seleccionado dos polimorfismos de
dos de los genes mas estudiados, que son el transportador de
serotonina SLC6A4 y el receptor de dopamina DRD4. EI TTM se ha
asociado con trastornos psicolégicos, y algunos autores concluyen que
los pacientes que sufren ansiedad estan en un mayor riesgo de sufrir
dolor crénico (Wright et al, 2004). Respecto al dimorfismo sexual, la
evidencia sugiere que el TTM presenta una predileccion por el sexo
femenino, basandose en factores bioldgicos, genéticos, psicolégicos y
de comportamiento (Halpbern et al, 2007). Su aparicion, ademas,
parece coincidir con la pubertad. Las mujeres constituyen la mayoria
de los pacientes tratados de la ATM, hecho contrastado en numerosos

estudios epidemioldgicos. En contraste, ciertos estudios proponen que
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no hay diferencias de género en la incidencia real de los cambios en la
morfologia de la articulacion. Sin embargo, la realidad de los datos
sugiere que el trastorno es 1,5-2 veces méas frecuente en mujeres que
en hombres, y que el 80% de los pacientes tratados por TTM son
mujeres. La gravedad de los sintomas también se relaciona con la edad
de los pacientes. El inicio del dolor tiende a ocurrir después de la
pubertad, con picos en los afios reproductivos. La prevalencia més alta
ocurre en mujeres de 20 a 40 afios, y la mas baja entre los nifios,
adolescentes y ancianos. La distribucion por sexo y edad de TTM
sugiere una posible relacion entre su patogenia y el eje hormonal
femenino (Warren y Fried, 2001).

Respecto a los factores ambientales, mayormente nutricionales,
existen muy pocos estudios. Se observé una reduccion en el dolor con
mayor frecuencia en los pacientes tratados con é&cido folico y
cianocobalamina, mejorando el curso de la disfuncion dolorosa
craneofacial en este estudio. La administracion de vitamina en dosis
fisiologicas, evidentemente, tiene soélo efectos débiles sobre el
comportamiento del dolor. Los efectos analgésicos de vitamina pueden
presumirse en el caso de altas dosis terapéuticas correspondientes

durante un periodo prolongado (Mader et al, 1988).

Tesis doctoral 129



Angel Aneiros

El eje de folato-Met participa del factor nutricional y genético. En este
eje hay varias variantes polimorficas de las enzimas involucradas que,
junto con la ingesta de folato, determina el metabolismo final del eje.
Ademas, la transferencia de grupos metilos al ADN y proteinas es uno
de los factores limitantes para el correcto desarrollo de los tejidos
proliferantes. Por lo tanto, este ultimo es clave para el crecimiento

continuo de tejido y modificaciones epigenéticas.

En el presente trabajo se ha pretendido abordar la multifactorialidad de
los TTM desde un planteamiento genético. Para ello, hemos
seleccionado 27 polimorfismos ubicados en 17 genes y analizado su
grado de asociacién con la patologia. Los mencionados polimorfismos
se han elegido bajo la hipotesis de que el TTM es un sindrome
multifactorial relacionado con un periodo clave de la vida humana en
el que, partiendo de una base genética, la interaccion de esta con el
ambiente dan lugar a una epigenética que podria explicar en parte el

TTM.
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5.1. POLIMORFISMOS GENETICOS DEL EJE FOLATOS

METIONINA Y TRASTORNO TEMPORO-MANDIBULAR

De los polimorfismos genéticos estudiados del metabolismo de los
folatos, s6lo 3 de ellos correspondientes a los genes SHMT,
metilentetrahidrofolato deshidrogenasa (MTHFD) y MTRR mostraron
una asociacion con el TTM.

La SHMT cataliza un paso reversible de THF a N°, N'%-metilenTHF,
que a su vez es el substrato clave para la obtencion de N°>-metil THF
por una parte, y para la sintesis del nucleétido timidilato por otra, es
decir, que el mismo sustrato sirve a dos pasos claves en el
metabolismo celular, como es la disponibilidad de timidilato para el
ADN vy la sintesis de Met, que lleva consigo la sintesis de SAM,
principal transportador de metilos y de la evacuacion de Hcy agente
oxidante y aterogénico.

Por otro lado, la MTHFD es también proveedora de N° N™-
metilenTHF, por lo que tiene la misma repercusion funcional, aunque
en este caso la MTHFD esta acoplada a tres reacciones intermedias.

La tercera enzima polimorfica asociada es la MTRR. Esta enzima, en
cooperacion con la TCN, es esencial en la reactivacion de la enzima

MTR mediante la vitamina B12, siendo la MTR la enzima central del
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ciclo de los folatos, que convierte la Hcy en Met y restituye THF para
su reutilizacion.

En este trabajo hemos hallado que el alelo rs1979277G de la SHMT
estd significativamente elevado en los pacientes de TTM (0,67 vs.
0,53). Si tenemos en cuenta que este alelo G ha sido relacionado con
altos niveles de folatos y Hcy (Herbig et al, 2002), esto puede
significar que la actividad enzimética estid desviada a la sintesis de
THF y glicina opuesta a la de Ser y N°, N**-metilenTHF, que es el
sustrato de la MTHFR que a su vez provee de N°-metil THF necesario
para la sintesis de Met mediante Hcy. Hay que tener presente que este
polimorfismo produce un aumento de la Hcy, que estd clasificada
como oxidante y, por tanto, como una molécula pro-inflamatoria, pero
también la podemos considerar como el marcador del metabolismo
general de folatos, ya que su paso a Met esta regulado por los niveles
de N°-metil THF, que es una molécula clave por su unidireccionalidad
metabolica. De todas formas, el efecto del rs1979277G de la SHMT,
como otros muchos polimorfismos en sistemas enzimaticos complejos
con acciones reversibles, esta por aclarar (Herbig et al, 2002).
También se hallo significacion estadistica en las frecuencias del alelo
C del rs638416 situado en la region promotora del mismo gen SHMT.

Este alelo esta relacionado con un aumento de la actividad enzimatica
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que parece tender hacia un aumento de la sintesis de timidilato, mas
que a la de N°, N*-metilenTHF. Este hecho, junto con el papel de
secuestrador de N°-metilTHF, nos lleva a una disminucién de la
sintesis de Met, un aumento de la Hcy y una disminucién de la sintesis
de SAM. En este sentido, el trabajo de Herbig et al (2002) es muy
clarificador, ya que concluye que la sintesis de SAM tiene una
prioridad mayor que la sintesis metab6lica dTMP. El aumento de la
expresion de SHMT citoplasmética inhibe las concentraciones de
SAM por dos mecanismos posibles. La SHMT citoplasmaética
compite, en forma dependiente de la glicina, con la MTHFR
proveedora de N°-metilTHF, porque la SHMT citoplasmatica tiene
una alta afinidad por el N°>-metil THF, de manera que secuestra este
cofactor e inhibe la sintesis de la Met. Derivado de estos estudios, se
llega a la conclusion de que la SHMT1 tiene tres funciones
importantes en el citoplasma: (1) un suministro preferente de unidades
de carbono para la biosintesis de timidilato, (2) reduccién del "pool”
de 5’-metil-THF para la sintesis de SAM favoreciendo la sintesis de
Ser, y (3) que secuestra a N°-metil THF e inhibe la sintesis de SAM.
Estos resultados indican que SHMT1 es un interruptor metabolico que,
cuando se activa, da a la sintesis de dTMP mayor prioridad metabolica

de la sintesis de SAM.
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Hay que recordar que SAM es el principal metilador de proteinas y
ADN. De esta forma, ambos polimorfismos, que aumentan la
actividad de la SHMT en uno de sus sentidos, producirian una
disminucién de N°-metilTHF por secuestro, una inhibicién de la
sintesis de Met y una disminucion de SAM, que podria dar lugar ante
un deficit nutricional a una disminucion de la metilacion en la sintesis
de ADN de novo, generando tejidos proinflamatorios que a su vez
activarian aun mas el crecimiento local y, por tanto, la inflamacion y
el dolor.

También hallamos una diferencia significativa en el polimorfismo
rs2236225 de la MTHFD. La triple funcionalidad de la MTHFD juega
un papel central en el ciclo de los folatos, siendo uno de los puntos
claves del equilibrio de esta ruta metabolica (Schmidt et al, 2000). De
esta manera, aungue el papel funcional de este polimorfismo requiere
ser objetivado mejor, es facil pensar que los cambios de funcionalidad
de esta enzima puedan tener consecuencias directas sobre la sintesis de
Met y, por tanto, sobre la epigenética de cualquier tejido de alta
actividad proliferativa.

Los resultados de esta memoria muestran que las variantes
polimorficas SHMT-rs1979277, rs638416 y MTHFD1-rs2236225 del

ciclo de folatos se asociaron significativamente con los TTM. Ambas
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asociaciones coinciden con una disminucién global de la
disponibilidad de grupos metilos a través de una disminucién del
sustrato N°, N*°-metilenTHF (SHMT y MTHFD1), mientras que el
SNP MTRR-rs1801394 no sigui6 el mismo patrén. El alelo salvaje A,
predominante en el TTM, produce una mayor eficiencia en el paso de
Hcy a Met, teniendo el mismo efecto final de las variantes de SHMT y
MTHFD, un aumento de los niveles THF y una disminucién de N°-—
metilTHF pero, en contraposicion, un aumento en la sintesis de SAM.

Aunque el complejo de vitaminas del grupo B es normalmente
utilizado en la clinica como acompafiante de los tratamientos
antialgicos, sobre todo en los casos de neuropatias, la asociacion
etiologica de estos compuestos no ha sido demostrada de una forma
clara. Sin embargo, en algunos trabajos se ha estudiado el efecto de los
complejos vitaminicos sobre el dolor craneofacial, tal es el caso de una
reduccion del dolor en pacientes tratados con 4acido folico y
cianocobalamina que padecian disfuncion dolorosa (Méder et al,
1988). Estos autores concluian que la administracion de vitaminas en
dosis fisiologicas tiene solo efectos débiles sobre el comportamiento
del dolor. Los efectos analgésicos de estas vitaminas se observaron en
los tratamientos con altas dosis y durante un periodo prolongado. En

un trabajo reciente se ha encontrado una asociacion estadisticamente
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significativa entre los niveles de vitaminas del grupo B y el MPDS
(Okumus et al, 2010).

Estos resultados, aunque han sido estudiados en una poblacion diez
afios de media mayor que la del presente estudio, son una
aproximacion similar a la nuestra, pero en el aspecto nutricional, o sea,
desde un abordaje distinto llegan a unos resultados parecidos. En este
trabajo se concluye que el déficit de vitaminas de complejo B el Zn'y
el Mg estan asociados al sindrome miofacial. Nosotros hayamos que
los estados metabolicos derivados de las variaciones de los
polimorfismos (genotipos) implicados en el eje B6, B12, folatos-
homocisteina-metionina estan asociados a los TTM. La posible
explicacion a esta asociacion puede referirse al hecho de que el eje de
folato-Met participa del componente genético hereditario y del
componente ambiental nutricional, y que juntos establecen la
epigenética de cualquier patologia. En el eje de los folatos, conviven
todas las enzimas involucradas en el mantenimiento de sus niveles
junto con la implicacion de vitaminas tales como la B6 y B12 en pasos
claves del sistema de recuperacion de folatos. Hay que tener en cuenta
que nuestro organismo no sintetiza folatos y que, por tanto, sus niveles
estan directamente relacionados con la ingesta y con un sistema de

recuperacion eficiente. Todas las enzimas del sistema presentan
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variantes polimérficas funcionales que, junto con la ingesta de folatos,
determina el metabolismo del eje. Por otra parte el sistema de folatos
es quizas la clave metabdlica de cualquier tipo de crecimiento y
proliferacion celular. Esta importancia contiene las dos vertientes: la
necesidad de folatos para la sintesis de nucle6tidos componentes del
ADN vy la disponibilidad de grupos metilos como elementos claves en
la epigenética que da especificidad a las células de cada tejido. Por lo
tanto, de este eje dependen el crecimiento continuo de tejido y sus
modificaciones epigenéticas.

Por dltimo, se debe destacar que el ciclo de los folatos esta
intimamente ligado al desarrollo embrionario del tubo neural. Este

tubo da lugar a la mayor parte del sistema nervioso; anteriormente se

ensancha y se diferencia en el encéfalo y los nervios craneales;

posteriormente forma la médula espinal y los nervios motores. La

mayor parte del SNC deriva de las células de la cresta neural, que

emigran antes de que el tubo neural se cierre. En la cresta neural se
originan los nervios craneales, células de pigmento, cartilago y huesos
de la mayor parte del craneo, incluidas las mandibulas. Por ello,
también se puede presumir que ciertos polimorfismos de este ciclo
puedan afectar al desarrollo correcto de la ATM, predisponiendo a la

aparicion de TTM.
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52. POLIMORFISMOS DE GENES IMPLICADOS EN EL

ESTRES OXIDATIVO Y LOS TRASTORNOS TEMPORO-

MANDIBULARES

Los TTM se han asociado al estrés oxidativo de la ATM (Milam et al,
1998; Yamaza et al, 2004). Estos autores proponen que la produccién
de radicales libres en la ATM vy la posterior induccion de los eventos
moleculares pueden tener influencia en la generacién de los TTM, por
lo que estrategias terapéuticas dirigidas al control del estrés oxidativo
podrian ser eficaces en el tratamiento de enfermedades degenerativas
de la ATM.

La GSTM1 es una de las enzimas detoxicantes de compuestos
electrofilicos, incluyendo carcindgenos, farmacos, toxinas ambientales
y productos del estrés oxidativo, por conjugacion con glutation. La
mutacion nula que estudiamos en este trabajo se ha asociado a una
susceptibilidad aumentada a carcindgenos y toxinas (Navarro et al,
2009). Sobre esta enzima GSTML1, encontramos una asociacién
estadistica de personas con TTM con la variante nula del gen.

El estrés oxidativo producido por la carencia enzimatica conduce a un

aumento de NO y peroxinitrito, perjudicial para el ADN, que estaria

138 Tesis doctoral



Polimorfismos genéticos y DTM

asociado a un aumento de la proliferacion celular de causa
inflamatoria, en respuesta a la sobrecarga mecanica excesiva, que a su
vez promueve la hiperplasia sinovial en la ATM (Yamaza et al, 2004),
siendo la hiperplasia sinovial una de las caracteristicas de enfermedad
degenerativa de ATM. Estos autores realizaron un estudio sobre la
formacion de peroxinitratos y el grado de dafio de DNA en células del
liquido sinovial. Después de someter las ATM de ratas a una
prolongada hipermovilidad, la nitrosina (un marcador de
peroxinitratos) se localizé en las células sinoviales y en fibroblastos de
TTM inducido en ratas. En el ndcleo de las células sinoviales
observaron roturas de hebras de DNA. Estos hallazgos indican que los
sobremovimientos condilares inducen a una proliferacion de células
sinoviales, y sugiere que el estrés oxidativo conduce a una hiperplasia
sinovial inducida por via del dafio del DNA de células sinoviales
consecuentes a carga en la articulacion. Sobre este presupuesto, una
capacidad reducida de desintoxicacion nos haria més susceptibles al
TTM.

Este resultado lo respalda, ya que la ATM es una articulacion
diartrésica de carga en desgaste continuo de las superficies articulares

con un aumento del estrés oxidativo que, si no estd compensado,
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conduce a la inflamacién y, posiblemente, es un coadyuvante de los

TTM.

53. DIMORFISMO SEXUAL Y TRASTORNOS TEMPORO-

MANDIBULARES

El dimorfismo sexual, que desde un principio se observo en los TTM
en estudios poblacionales, ha hecho que se hayan planteado hipdtesis
de asociacion hormonal a este trastorno. Para observar esta posible
asociacion, se han realizado estudios poblacionales de polimorfismos
relativos a receptores de estrdgenos como posibles dianas
etipatogénicas.

Dos polimorfismos definidos por las enzimas de restriccion Pvull y
Xbal (actualmente denominados rs93340799 y rs2234693), situados
en el primer intron del gen del receptor de estrégenos tipo «
(nomenclatura actual ESR1), pueden influir en la expresién génica,
habiendose obtenido resultados contradictorios. Los primeros analisis
se realizaron en pacientes con osteoartritis de la ATM, e indicaban una
clara asociacion entre la intensidad del dolor y las asociaciones
haplotipicas de ambos polimorfismos (Kang et al, 2007). Estos datos

fueron reafirmados posteriormente, dénde encontraron que el
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polimorfismo Xbal puede incrementar el riesgo de padecer TTM
(Ribeiro-Dasilva et al, 2009). Sin embargo, estudios posteriores en
series mas amplias no han encontrado una relacion clara entre estos
polimorfismos y los TTM (Kim et al, 2010). Se ha sugerido la
hipotesis de que ciertos haplotipos de estos polimorfismos estuviesen
relacionados con la morfogenia craneo-facial en la mujer,
contribuyendo a alteraciones de las dimensiones mandibulares, lo cual
favoreceria la aparicion de TTM (Lee et al, 2006).

En esta memoria se ha examinado la influencia de estos dos
polimorfismos (rs93340799 y rs2234693) del ESR1 en personas con
TTM. No se han observado diferencias significativas entre sujetos
controles y pacientes, ni en la poblacion general, ni en la poblacién
agrupada por sexo (tanto entre hombres y mujeres, como dentro de los
hombres y las mujeres). Estos datos estdn mas en consonancia con los
ultimos resultados obtenidos de estos polimorfismos y los TTM (Kim

et al, 2010).

Tesis doctoral 141



Angel Aneiros

54. GENES RELACIONADOS CON EL COMPOR-

TAMIENTO PSICOSOCIAL Y TRASTORNOS TEMPORO-

MANDIBULARES

Como se ha hablado en la introduccion, uno de los elementos més
comunes encontrados en los TTM son las alteraciones psicosociales y
de comportamiento (depresion, estrés, trastornos del suefio, fatiga
cronica, etc.). Por otro lado, cada vez se conocen mas genes cuyos
polimorfismos estan relacionados con estas alteraciones psicosociales.
En este trabajo hemos elegido polimorfismos de dos genes muy
relacionados con la conducta: un transportador de la serotonina, el
SLC6AA4 (relacionado con la recaptacion sinaptica) y un receptor de la

dopamina, el DRDA4.

En referencia al SLC6A4, un estudio de Ojima et al (2007) determiné
el polimorfismo 5-HTTLPR en 38 pacientes de TTM en la poblacion
japonesa. Dicho polimorfismo consiste en la insercion/delecion de
elementos de repeticion de 44 pb que pueden variar de 6 a 8
elementos, refiriéndose como variantes largas (L) y cortas (S),
respectivamente. Estos autores observaron que el alelo L estaba

significativamente sobrerrepresentado en los sujetos con TTM, en
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comparacion con el alelo S. El alelo L esti asociado a una mayor
expresion del recaptador de serotonina, el SLC6A4, por lo que en
estos sujetos los niveles de serotonina intercelulares son menores que
en los que poseen el alelo S. Esto presupone una menor
disponibilidad de serotonina a nivel intersinaptico. Por otro lado, en
otro estudio del mismo polimorfismo en poblacién caucésica (Herken
et al, 2001), no se hallo relacion entre el alelo L y la TTM, aunque si
se observd una asociacion con otro polimorfismo del mismo gen, el
STin 2.10/10, que s6lo se relacionaba con el alelo L en los pacientes,
confirmando de alguna manera que existe una correlacion entre el
metabolismo de la serotonina y los TTM. En nuestro estudio de 89
pacientes no hemos encontrado correlacion estadistica del
polimorfismo 5-HTTLPR con el TTM. Pensamos que, quizés debido
a que diversos haplotipos relacionados con el SLC6A4 presentan
cierta diversidad étnica, los resultados obtenidos pueden ser refinados
en posteriores estudios mediante la deteccion de haplotipos que
pueden variar la expresion de este gen hasta diez veces, tal y como
hemos comentado con el polimorfismo STin 2.10/10. Esto, junto con
estudios poblacionales mas amplios, permitiria aclarar la posible
asociacion de este polimorfismo o del metabolismo de la serotonina

conel TTM.
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Por otro lado, diversos genes involucrados en el sistema
dopaminérgico de neurotransmision se han asociado a sindromes
dolorosos, tales como fibromialgia, dolor de cabeza crénico y dolor
postoperatorio (Treister et al, 2009). No obstante, el mecanismo por el

cual se produce esta asociacion es aun desconocido.

En el presente estudio hemos encontrado una asociacion significativa
en el polimorfismo de VTNR de 48-bp del gen DRD4 con los TTM;
los alelos hallados en los pacientes son los de menor actividad del
receptor, lo que presupone que una menor actividad dopaminérgica
esta asociada a un aumento de la sensibilidad al dolor en los pacientes
con TTM. No existen resultados previos entre TTM y DRD4. De
cualquier forma, los polimorfismos asociados al dolor y gratificacion
no tienen por qué constituir agentes etioldgicos directos, sino
simplemente agentes coadyuvantes al diagndstico clinico, que pueden
incluso enmascararlos en casos de asociacion genética debil, y por lo
que podriamos incluso considerarlos como excluyentes desde el punto

de vista de la etiopatogenia de la TTM.
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1. En nuestro estudio, la incidencia de TTM fue tres veces superior
en las mujeres. Sin embargo, ninguno de los polimorfismos
estudiados present6 diferencias en las distribuciones genotipicas
entre hombres y mujeres dentro del grupo de TTM. Tampoco se
observd diferencias cuando se compararon dichas frecuencias

entre casos y controles por género.

2. En referencia a los polimorfismos del ESR1 estudiados
(rs9340799 y rs2234693), no encontramos ningun tipo de
asociacion en la distribucion de genotipos, ni entre hombres y
mujeres, ni en la poblacion en general. Estos resultados estan en
consonancia con los ultimos estudios sobre estos polimorfismos

y su relacion con los TTM.

3. De las variantes estudiadas del eje de los folatos hallamos que
los polimorfismos de los genes de la SHMT rs1979277,
rs638416 y de la MTHFD1rs2236225 estan asociados con
TTM, proponiendo que un déficit vitaminico asociado a unas
variantes genéticas de menor o mayor funcionalidad favorecen
el proceso inflamatorio en tejidos articulares en fase de

crecimiento.
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4. De las variantes genéticas relacionadas con el control de la

oxidacidn tisular en los TTM se observé que el polimorfismo de
delecion del gen de la GSTM (GSTM1del) se asocio
significativamente al padecimiento de los TTM, lo que nos lleva
a concluir que el grado de oxidacion de los tejidos estd en
relacion con factores genéticos variables en funcion de las
distintas actividades de las enzimas detoxicantes de radicales
libres en esta patologia. Los polimorfismos genéticos de las
enzimas involucradas en la detoxicacion oxidativa estan

relacionados con la TTM.

La percepcion del dolor, sintoma univoco en la TTM, varia de
unos individuos a otros a tenor de la variabilidad del
metabolismo de la neurotransmision. En nuestro trabajo hemos
encontrado una asociacion con los TTM en un polimorfismo del
gen del DRD4, que consiste en un ndmero variable de
repeticiones en tandem de un fragmento de 48 pares de bases
(DRD4-48bptr). Los polimorfismos genéticos relacionados con
el metabolismo de la dopamina estan relacionados con el estado
emocional y con la percepcion del dolor y, por tanto, pudieran

estar asociados con la TTM.
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Abstract

Background: Temporomandibular disorder (TMD) is a multifactorial syndrome related to a critical period of human
life. TMD has been associated with psychelogical dysfunctions, oxidative state and sexual dimorphism with
caincidental ocourrence along the pubertal development. In this wark we study the association between TMD and
genetic polymaorphisms of folate metabolism, neurotransmission, oxidative and hormonal metabolism. Folate
metabolisrn, which depends on genes variations and diet, is directly involved in genetic and epigenetic varations
that can influence the changes of last growing period of development in human and the appearance of the TMD,
Methods: A case-control study was designed to evaluate the impact of genetic polymorphisms above described
on TMO. A total of 229 individuals (69% women) were included at the study; 86 were patients with TMD and
143 were healthy control subjects. Subjects underwent to a clinical examination following the guidelines by the
Research Diagnostic Criteria for Temporomandibular Disorders (RDC/TMD). Genotyping of 20 Single Nucleotide
Polymorphisms (SNPs), divided in two groups, was performed by multiplex minisequencing preceded by
multiplex PCR. Other seven genetic  polymorphisms different from SNPs (deletions, insertions, tandemn repeat,
null genotype) were achieved by a multiplex-PCR. A chi-square test was performed to determine the differences
in genotype and allelic frequencies between TMD patients and healthy subjects. To estimate TMD risk, in those
polymaorphisms that shown significant differences, odds ratio {OR) with a 95% of confidence interval were
calculated,

Results: Six of the polymorphisms showed statistical associations with TMD. Four of them are related to enzymes
of folates metabolism: Allele G of Serine Hydoxymethyltransferase 1 (SHMT1) rs1979277 (OR = 3.99; 95%0 1.72,
975; p = 0,002), allele G of SHMT1 rs638416 (OR = 2.80; 95%C1 151, 5.21; p = 0013}, allele T of
Methylentetrahydrofolate Dehwdrogenase (MTHFD) rs2236225 (OR = 3.0%; 95%0 127, 7.50; p = 0016) and allele A
of Methionine Synthase Reductase (MTRR) rs1801394 (OR = 235; 9501 1.10, 5.00; p = 0037). An inflammatory
oxidative stress enzyme, Gluthatione S-Tranferase Mu-1(GSTM1), null allele [OR = 2.21; 95%(C1 1.24, 436; p = 0.030)
and a neurotransmission receptor, Dopamine Receptor D4 (DRD4), long allele of 48 bp-repeat (OR = 3.62; 95%C
076, 17.26; p = 0.161).

Condusions: Some genetic polymorphisms related to folates metabelism, inflammatory cxidative stress, and
neurotransmission responses to pain, has been significantly associated to TMD syndrome
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Background

Temporomandibular joint disorder (TMD) is character-
ized by a set of symptoms related to the muscles and
joints that reside between the mandibular condyle and
the temporal bone. The most common symptoms are
joint sounds, pain, and limited joint movement [1].

According to the NIDCR [2] (National Institute of
Dental and Craniofacial Research), 5-12% of the popula-
tion suffers or has suffered at some time from problems
related to temporomandibular joint disorder {TMD) [3].
It is considered the most common cause of chronic pain
in the orofacial region.

There are multiple factors that could cause or contri-
bute to TMD disorder, including trauma, several types
of arthritis, dental problems, autoimmune diseases, psy-
chological and hormonal factors [4] and also commonly
associated with other related symptoms in the head and
neck [5].

Due to its etiological and symptomatic variety, it is
assumed that a combination of factors related to envir-
onmental and/or nutritional stress could be an underly-
ing cause of TMD [6-9]. As for genetic factors, studies
of twins and familial segregation suggest that TMD is
not a hereditary disease [10,11]. Nevertheless, indivi-
duals are not equally susceptible to TMD, and different
genetic variants can increase the predisposition to a par-
ticular development of the disorder [12-22].

TMD is a problem that affects women two times more
than men and its causes are not completely known, Cer-
tain hormones can increase inherent genetic vulnerabil-
ity to TMD, which explains the larger predisposition of
women of reproductive age [4,23]. The relationship
between oestrogens and TMD has been studied pre-
viously [24,25]; specifically, the polymorphisms of the
receptor gene ER-u, Pvu 11 (rs2234693) and Xba |
{rs9340799), seem to be related to several forms of
osteoarthritis, including TMD [17,19].

Folate metabolism can influences the final form of any
growing tissue due not only to its participation in nucleic
acid synthesis, but also to its known function in regulating
DNA and protein methylation. Folate deficiency can cause
central nervous system irritability, depression, weight loss,
and anaemia. Nutritional deficiencies and, more specifi-
cally, abnormally low levels of vitamins E1, B6, B12, and/
or folic acid are considered factors that perpetuate pain
and myolascial dysfunction, and these deficiencies are fre-
quent in cases of TMID mechanical stress [6].

Other mechanisms that have been related to TMD are
factors related to psychopathological and pain percep-
tion; which can also be influenced by genetic variahility.
It has been described that the variants of a polymorphic
region linked to gene SLC6A4 of the serotonin transpor-
ter (5-HTT gene-linked polymorphic region, 5-HTTLFR)
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[22] could be related to pain perception and temporo-
mandibular disorder [18]. The 44 bp insertion/deletion
polymorphism of the SLC6A4 gene has been extensively
studied and frequently associated with the dopamine
receptor gene DRD4; DRD4 variants have been asso-
ciated with several dlinical cases related to behavior, psy-
chopathologies, and pain [17,26,27].

The following objective was to study the implication
of 27 polymorphisms located on 17 genes and their rela-
tion with TMID. It has been designed under the hypoth-
esis of that TMD is a multifactorial syndrome related to
a critical period of human life that have a genetic and
epigenetic basis both associated to folate metabaolism,
oxidative stress, hormones and neurotransmission.

Methods

Study design

A case-control study was designed to evaluate the
impact of gene polymorphisms above described on
TMD. A total of 229 individuals (69% women) were
included at the study; 86 were TMD patients and 143
were healthy control subjects. The sample size was cal-
culated using the prevalence of TMD and allele and
genotypes frequencies of the polymorphism selected
based on their known frequency in our population.

Patient recruitment
Thirty five patients diagnosed with TMD who were
admitted consecutively to private dental surgeries ('Clin-
ica Rincon’ and ‘Clinica Dental Aneiros” in Malaga,
Spain), during a period of 8 months were included in
this study. In addition, 556 volunteer students from
Malaga University (57% female and 43% male) were
invited to participate in the study. They answered a
questionnaire for TMD (Table 1) [28]. Ninety eight indi-
viduals responded affirmatively to four o more question
of the questionnaire. So, they were invited to be clini-
cally evaluated following the guidelines from The
Research Diagnostic Criteria for Temporomandibular
Disorders (RDC/TMD) [29] by a dentist who had
experience in TMD evaluation. Fourteen subjects were
excluded because they could not come to the physical
examination and 33 had not clinical signs of TMD. Case
group was 86 patients (35 previously diagnosed and 51
diagnosed volunteers), 64 women (74%), mean age 19.4
4+ 2.9, and 22 men (26%) mean age 23.6 + 4.1, Exclusion
criteria for TMD patients were clinical history of trau-
matic injuries on head and neck, cranial anomalies of
known or unknown etiology, inflammatory chronical
disease component, mental retardation, drug depen-
dence, and somatic or neurological illnesses,

The control group was built from the volunteers who did
not answer affirmatively to any question. All participants
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Table 1 Questionnaire form for TMD

1. Do you have diffiouty or pain, o both, when opening your mouth,
as for instance, when yawnng?

2. Does your jaw get stuck, locked, or go om?

3. Do you have diffiulty or pain, or both, when chewing, talldng, or
wsng your jnas?

4, fyre woun aware of noises in the jaw joans?

5 Do you have pain in or about the ears, temples, or chieeks?

& Does your bite feel uncomionable or unusual?

7. Do you have frequent headaches?

& Hawe you had a recent injury to your bead, neck, or jiaw?
m;:u previowsly been ested for 2 jaw joint problem? IF so,

Fram J Am Dent Assoc T990, T20: 253-254.

were healthy, without any signs or symptoms of TMD and
age matched to the TMD group. In short, control group
consisted in 143 subjects, 94 women (66%), mean age 196
+ 3.3, and 49 men (34%), mean age 22,3 + 4.1,

All the participants signed an informed consent form,
and their personal data were recorded by interviewers,
The study protocol was approved by Ethics Committee
of Malaga University and conformed to the Helsinki
Declaration.

Samples and DNA isolation method

After obtaining informed consent, oral mucosa samples
were collected from the 229 subjects. DNA isolation was
performed using the salting out method, as described by
Martinez et al. [30], applied to the oral mucosa,

Genotyping

Three platforms were designed to perform the genotyp-
ing. Two of them for 20 Single Nucleotide Polymorph-
isms (SMP1, SNP2) and the third one for other
polymorphisms of 7 gene variants (deletions, insertions,
tandem repeat, null genotype). Primers were designed
using the primer analysis software (Wigo, version 4.0 and
synthesized commercially. The primers sequences are
shown in table 2. To verify the validity and reliability of
the techniques, the quality of each isolated polymorph-
ism was checked in a simplex reaction,

SNPs

Genotyping of SNPs was performed by multiplex minis-
equencing preceded by multiplex PCR [31]. This techni-
que consists of three steps:

1) Amplification of regions flanking the SNPs by mul-
tiplex PCR; PCR reactions were performed in a volume
of 10 pl. with 100 ng of genomic DNA, 1xAmplitaq
Gold ® Buffer {Applied Biosystems), MgCl, 1,5 mM,
dNTPs 0,2 mM, 1 unit of Amplitaq Gold® DNA Poly-
merase (Applied Biosystems) and Primer Mix (primer
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concentrations ranged between 0,1-0,6 pM). Amplifica-
tion was achieved in a 2720 Thermal Cycler®(Applied
Biosystems) and consisted of 94°C for 5 minutes, fol-
lowed by 35 cycles for 30 s at 94°C, 30 s at 58°C; 30 s at
72°C and a final extension for 7 min at 72°C. PCR pro-
ducts were checked in a 2% agarose gel, stained with
SYBR™ Safe DNA gel stain (Invitrogen) which resulted
in 100 to 400 bp sized bands. In order to eliminate the
excess of primers and ANTPs, the PCR products were
digested by an ‘FxoCiAP" mix consisting of 2 units/
10 uL. PCR E. coli exonuclease I (Exo I, Takara®) and
5 units/10 pL.PCR alkaline phosphatase (CiAP, Takara™)
incubated at 37°C for 60 minutes. The enzymes were
afterwards inactivated by heating at 80°C for 20 minutes

2) Multiplex mini-sequencing for each locus of the
SNP multiplexes (SNP1, SNP2), a mini-sequencing pri-
mer with the 3-end adjacent to the target SNP was
designed (see Table 2) to anneal with the PCR product.
A mini-sequencing reaction extends this primer, produ-
cing different products for each allele. We performed
the reaction in a 11 plL volume with 4 pl. purified PCR
product and 6 pl. of the mini-sequencing primers mix
(2 pMjpL) and 1 pL of SNaPshot™ multiplex kit
(Applied Biosystems). The mini-sequencing conditions.
consisted of 40 cycles at 96°C-10 s; 50°C-7 s 60°C-30 s,
After that, we proceeded to purify the sample using
1 unit of alkaline phosphatase (Takara™) at 37°C for
1 hour and then at 80°C for 20 min.

3) Analysis of mini-sequencing products by capillary
electrophoresis: We mixed 4 pl of the purified mini-
sequencing products with 10 pl of HIDi™ formamide
and 0.2 ul of GeneSean-120 LIZ size standard (Applied
Biosystems) and denatured at 95°C for 5 minutes. The
fuorescently labeled products were resolved by capillary
electrophoresis on an ABI PRISM 3130 Genetic Analy-
zer (Applied Biosystems). The DS02 matrix (Applied
Biosystems) was used at full speed for 17 minutes with
8 seconds of injection. The resulting data were analyzed
with GeneMapper™ 4.0 Software (Applied Biosystems).

Other polymorphisms

To detect other polymorphisms different from SNPs
(deletions, insertions, tandem repeat, null genotype), a
multiplex PCR assay was performed under the following
concentrations (in a volume of 10 pL) 100 ng of geno-
mic DMA, Ix GuTsl.q_""‘b FlexiBuffer {Promega), MgCl,
1,5 mM, dNTPs 0,2 mM, Primer Mix (primer concentra-
tions ranged between 0,1-0,6 pM), Betaine 50 mM and
1 unit of Go an‘n Flexi DNA Polymerase (Promega).
The labeled primers are shown in table 2. Amplification
was achieved in a 2720 Thermal Cycler™ (Applied Biosys-
tems) and consisted of 94°C for 5 minutes, followed by 35
cycles for 30 5 at 94°C, 45 5 at 58°C; 1 min at 72°C and a
final extension for 7 min at 72°C. We mixed 4 pl of PCR
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products with 10 pl of HiDi™ formamide and 0.2 pl. of
GeneScan-600 LIZ size standard (Applied Biosystems)
and denatured at 95°C for 5 minutes. The fluorescently
labeled products were resolved by capillary electrophor-
esis on an ABI PRISM 3130 Genetic Analyzer (Applied
Biosystems). The D533 matrix (Applied Biosystems) was
used at full speed for 45 minutes with 5 seconds of injec-
tion. The sizes of the alleles were analyzed with Gene-
Mapper Ver. 4.0 (Applied Biosystems) software.

Statistics

All analyses were performed using Statistical Package for
Social Sciences statistical software (SPSS v. 16.0 for
Macintosh; SPSS Inc, Chicago, IL). To determine the dif-
ferences in genotype and allelic frequency of each studied
polymorphism between TMD patients and healthy sub-
jects, a chi-square test was used. Any p value < 0.05 was
considered as a statistical difference. In those polymorph-
isms that shown significant difference in genotype, the
risk between subjects with TMD and healthy controls
was evaluated by Cochran’s-Haenzel odds ratios with a
95% confidence interval using sex as confounding factor,

Results

Genotyping was performed for the 229 individuals. The
results are summarized in Table 3. Not all of the samples
were valid for all genotypes, because of that, the number of
individuals can vary from one polymorphism to another.

Serine Hidroximetil Transferase 1 gene [SHMT1)

This enzyme catalyzes the reversible conversion of
serine to glycine, transferring methyl groups to tetrahy-
drofolate (THF), which is transformed into 5,10-methy-
lenetetrahydrofolate (5,10-CH2-THF). During cellular
proliferation, this is the predominant pathway for pyri-
midine synthesis (see Figure 1).

From the four polymorphisms studied on the cytoplas-
mic SHMT1 in TMD patients, a significant increase was
ohserved of the G allele of the polymorphism rs1979277
{Leu435Phe) when compared with controls (OR = 3.99;
95% CI 1.72, 925; p = 0,002). Regarding the polymorph-
ism SHMT1 rs638416 of the promoter region (5-UTR),
a very significant increase was observed of the C allele
and the CC genotype in TMD patients (OR = 2.80; 95%
CI 1.51, 5.21; p = 0,013). Both pelymorphisms are not
linked [32], so their frequencies can be measured inde-
pendently as a risk factor for TMWID.

Methylenetetrahydrofolate dehydrogenase 1 gene
(MTHFD1)

The MTHFDI gene encodes a protein that has three dis-
tinct enzyme activities: 5,10-methylenetetrahydrofolate
dehydrogenase, 5,10-methylenetetrahydrofolate cyclo-
hydrolase, and 10-formyltetrahydrofolate-synthetase.
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Each of these activities catalyzes one of three intercon-
version reactions of one-carbon derivatives of THF,
which are substrates for the synthesis of methionine, thy-
midylate and purines. The trifunctional enzymatic activ-
ity is conferred by two larger domains: a terminal amino
portion with dehydrogenase and cyclohydrolase activities
and a larger domain with synthetase activity.

The transition from G to A (rs2236225) in the
MTHFD1 gene that results in an alteration of ARG-
653-GLN is clinically associated with susceptibility to
neural tube defects (NTDs) sensitive to folates [33]. In
our study, we found statistical differences in the alleles
and genotypes frequencies between TMD patients and
healthy controls. The T allele was more frequent in
TMD patients (OR = 3.09% 95% CI 1.27, 7.50; p =
0,016).

Glutathione S-transferase mu 1 (GSTM1) gene

This gene encodes mu-class glutathione S-transferase,
Its function is the detoxification of electrophilic com-
pounds, including carcinogens, drugs, toxins, and pro-
ducts of oxidative stress, by the conjugation with
glutathione,

The GSTMI-null polymorphism is a deletion of the
GSTM1 gene. The null variant of this gene has been
associated with an increase of cancer and male infertility
[34,35] possibly due to greater susceptibility to environ-
mental toxins and carcinogens as well as an alteration in
the toxicity and efficiency of certain substances,

Our study found a statistical increase (OR = 2.21; 95%
CI 1.24, 4.36; p = 0.030) of the null variant in TMD
patients compared to the control group,

Methionine Synthase Reductase (MTRR) gene

MTRR is responsible for the regeneration of Methionine
Synthase (MTR) by reductive methylation using SAM as
a methyl donor.

The substitution of A by G (rs1801394) in the encod-
ing region is translated in lle22Met. The G allele pro-
duces an enzyme with less affinity for the substrate [36].
A statistical increase of the A allele (OR = 2.35; 95% CI
1.10, 5.00; p = 0.037) was observed in the TMD group.

D4 receptor of Dopamine (DRD4) gene

DRD4-48bptr is the 48-bp VNTR in exon 3 of the
DRD4, which encodes the third intracellular receptor
loop and presents between 2 to 11 repeats. According to
the number of repetitions, we can characterize the poly-
morphism as the short allele 5-DRD4 (2 to 5 repeti-
tions) and the long allele L-DRD4 (6 or more repeats)
[37]. 1t was observed statistical differences on genotype
frequencies in both groups (p = 0,039), but no statistical
increase (OR = 3.12; 95% IC 0.76, 17.26, p = 0.181) of
the S5-DED4 allele was found in patient group. The LL
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Figura 1 The Folate and methionine cycles. Abreviations: 106
THF: 1Haerrylietrabydrofolate; 5,10-CH2-THE: 5,10
methylenetetrabydrodolate; 5,10-CH-THF: 5,10
metherpetatydrofolate; SmTHE: S-methyletrabydrofolate; AKCART:
Aminaimidaeolecaromamide dhotide ransformdase; ATIC: 5
aminaimicdamobe-4-carborarmide ibonudeotide fomdiransierassfimp
cyclotydeolase; BHMT: Betaine homaoysiens methnydiransienss; (RS
Cystathionine beta-synthase; DHE; Dilydrofolate reductase; DNMT: 5
adencaylrmethionine dependent methyliransfemses; DNMT, DA
methylimmsiemse; FTD: 1oy lieimbydiofolate. delypdrogenase;
FT5: 10-famyleiahydofcate synihase; GRNMT: glycne M
meihylimnsiemnse; GST: Guiathione 5 iansfemse; MAT: methionine
adencayliansderse; MTCH: 5,10-methylenetetrahydrofolate

« M Methylenetetratydrofolate debydrogenase;
MTHFR: 510-methydenetetrabydmfolate reduciase; MTR: 5
methylietrabydiofolate- homooysiene 5-methyliransferase; MTRR:
Methionine synthase reductase; NE: nonenzymalic intencormersion
of THF; PGI: phosphoribosyl ghycinamidetransfiommylase; SAH: 5
adenosylhomocysteine; SAHH: 5-adencsyl homooysteine hydrolase;
SAlE S-adenosyimethsoning; SHMT: Serne hydrogymethyltransterase;
TCNE Transoobalamin I, THE: tetratydrofolabe; T5: thymadylate
synthase; TYMS: Thymidylate smthetase.

genotype was not found in any of the individuals with
TMD.

Discussion

Temporomandibular disorder has been associated with
psychological dysfunctions [38], and sexual dimorphism
[24]. Its occurrence also appears to coincide with puberty
[25]. Currently, controversy exists as to the importance
of underlying genetic and environmental nutritional fac-
tors, such as vitamin intake [7]. The folate-methionine
axis takes part in both factors, In this axis, there are sev-
eral polymorphic variants of the enzymes involved that
together with folate dietary intake determines the meta-
bolism of the axis. Furthermore, the transfer of methyl
groups to DNA and proteins is one of the limiting factors
for the correct development of the proliferating tissues.
Therefore the latter is key for the continuous tissue
growth and epigenetic modifications.

This work studied the implication of 27 polymorph-
isms located on 17 genes and their relation with TMD.
It has been designed under the hypothesis of that TMD
is a multifactorial syndrome related to a critical period
of human life that have a genetic and epigenetic basis
[12-22]. The study of genes related to folate cycle is
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directly involved in the two ways: the genetic, by gene
polymorphisms, and epigenetic by the nutritional habits
because of the folate intake. Deficit of folate intake is
known as the most prevalent vitamin deficit in human,
The majority of the genes studied were related to folate
metabolism even though there were others related to
oxidative metabolism and hormonal and neurotransmis-
sion receptors. Of thel7 genes studied of the folate
cyele, 3 of them (SHMT, MTHED, MTRR) showed sig-
nificant associations with TMID. Significant changes in
the allele and genotype frequencies between the TMD
patients and controls were found,

SHMT catalyzes a reversible step of THF to 5,10-CHs-
THF, which is a key substrate to obtain 5-methyl-THF
and synthesize thymidylate. On the other hand,
MTHFD] provides the 5, 10CH,-THF substrate in addi-
tion to having a central role in the cycle due to its triple
functionality. The 5-methyl-THF to methionine step is
catalyzed by MTR in cooperation with TCN and MTRR,
which are essential for the participation of vitamin B12
as a cofactor and the reactivation of MTR, respectively.

In our case, a higher significant frequency of the allele
SHMT-rs1979277G was observed in TMD patients (0.67
vs 0.53). The Allele G has been related to higher levels
of folates and homocysteine [39], this could mean that
the enzyme activity is deviated to the THF and glycine
synthesis versus to the serine and 5,10CH;THF sub-
strate of the MTHFR which provide 5"CH;THF needed
to the methionine synthesis by mean of homocysteine,
The increase of homocysteine, classified as an oxidant,
could favour inflamatory process. However the effect of
this polymorphism on enzyme activity is still contro-
verted [39].

Statistical differences were also observed in allelic fre-
quency of the C allele the SNP rs638416, in the promo-
ter region of the SHMT gene. SHMT not only provides
one-carbon units for thymidylate biosynthesis but also
generates a pool of methylenetetrahydrofolate for SAM
synthesis by means of serine synthesis. In addition, the
SHMT gene has the capacity to sequester 5-methyl-THF
and therefore inhibit the synthesis of methionine and
SAM, which is the methyl donor for DNA and proteins
[39]. Therefore, greater SHMT activity would produce
higher 5-methyl-THF sequestration, which would reduce
SAM synthesis. Cellular deficits of SAM could induce
lesser methylation on the novoe synthetized DNA on
inflamatory tissues, which can take to higher gene
expresidn levels, generating a positive feedback on
inflammation and pain.

TMI? patients and healthy controls had very signifi-
cantly different genotypic frequencies of the SNP
r52236225 of the MTHFD gene. The triple functionality
of the MTHFD enzyme and the central role it plays in
the folate cycle make it one of the key points for the
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halance of this metabolic route [24]. Therefore, it is not
difficult to believe that any genetic alteration that affects
its expression or activity would have consequences for
methyl transfer and consequently on epigenesis,

The results of the present work show that the poly-
morphic variants SHMT-rs1979277, rs638416, and
MTHFD1-rs2236225 found in the folate cycle were signifi-
cantly associated with TMD. They coincided with a global
decrease in the availability of methyl groups via a decrease
of the substrate 5,10-CHy-THF (SHMT and MTHED1),
while the SNP MTRR-rs1801394 did not follow the same
pattern. The wild allele A, predominant in TMD, which
means greater efficiency in the pathway of homocysteine
to methionine, has the same final effect of the variants of
SHMT and MTHFI, an increase of THF levels.

TMD have been associated to oxidative stress of the
temporomandibular joint [40-44]. Regarding GTSM]1,
we found a significant number of individuals with TMD
(OD = 2.21; 95%CI 1.24, 4.35; p = 0.030) with the null
variant of the gene. It has been published that oxidative
stress, which leads to the production of NO and peroxy-
nitrite, is harmful to DNA in response to the excessive
mechanical overload, which in tum promotes synovial
hyperplasia in the temporomandibular joint [40], This
suggests that a reduced detoxification capacity would
make us more susceptible to TMD.

Previous studies on associations of TMD with alpha
ESR1 polymorphisms have shown different results. One
of them find a predisposition to TMD associated to
ESR1 polymorphism in women [15] others find a rela-
tion between pain [17] or craniofacial morphology [19]
in TMD women with ESR1 polymorphism, however
other recent report does not find this association[12]. In
the present study there were no statistical differences in
their individualized allelic and genotypic frequencies or
in the distinct haplotype combinations. However, a
study on the association between these polymorphisms
and the predisposition to TMD has recently been pub-
lished and deepens the characterization of the diplotypes
using novel mathematic algorithms[15], which we will
take into account in future studies.

In contrast to others authors [18,21], significant varia-
tions were not found in the frequencies of the 5-
HTTLPR (serotonin-transporter-linked promoter region)
polymorphism of the serotonin receptor gene SCL6A,
However, we found a significant variation in the 48-bp
VNTR polymorphism of the DRD4 gene. This poly-
morphism has been associated with pain processes, such
as fibromyalgia [35] and migraine [36].

Conclusions

In this study we have found new associations of poly-
marphic genes, related to folates, SHMT, MTHFD and
MTR, oxidative stress GSTMI1 and neurotransmission

Angel Aneiros
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DRD4, with TMD. Concluding that the emergence of
TMD in the tissues involved in joint morphogenesis in
the final phase of maturity may occur due to multiple
factors. Among those factors, we have found genetic
polymorphisms involving folate deficiency, psycho-physi-
cal stress and the oxidative metabolism in cellular prolif-
eration during puberty, The novelty of the results
obtained in this study should be confirmed and
extended in subsequent work with larger populations.
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