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JJusto aqui, ahora, en este preciso momento, no tienes porqué resolver' el
resto de tu vida, no importa lo que digan los demds. En este momento no
necesitas todas las respuestas, vendran a su tiempo, o no, o quizis aquella
pregunta imnecesaria simplemente se desvanecerd. No hay prisa. La vida no
tiene prisa. S¢ como las estaciones del ano. Ll mvierno no estd tratando de
convertirse en verano. A la primavera no le urge ser otono. La misma hierba
crece a su propio ritmo. Las elecciones que vayan a hacerse se hardan y en
eso no tienes ninguna otra opcion. Las decisiones que se tomen se tomardn,
los acontecimientos se irdn revelando, sin embargo, en este momento tal vez
no necesites saber las soluciones o los resultados o cudl es la mejor manera
de proceder. Tal vez ese no saber es un huésped bienvenido al banquete de
Ia vida, la apertura a todas las posibilidades. Tal vez mcluso la confusion
pueda llegar a descansar aqui. 'Y asi, en lugar de querer arreglar' nuestras
vidas, en lugar de tratar de resolver cuidadosamente lo imposible v asi
completar esa historia épica de un ficticio yo, simplemente nos relajamos en
el absoluto no saber, desentrariando todo en el cilido abrazo del misterio,
sumergiéndonos profundamente en el momento, saboreiandolo plenamente
con toda su singularidad y grandeza. Y entonces, tal vez sin ningun esfuerzo,
sin lucha ni tension, sin que ' tengas que mmvolucrarte en nada, las
verdaderas respuestas surgirdn dulcemente en su propio tiempo.”

Jelt Foster
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1.1. DEFINICION DEL SINDROME DE FIBROMIALGIA

El sindrome de fibromialgia (FMS) es una enfermedad que se caracteriza
principalmente por dolor muscular créonico generalizado o multifocal, de origen
desconocido. Esta definicidn ha ido amplidndose en las ultimas 2 décadas para incluir
otras manifestaciones clinicas que co-existen en el FMS como las alteraciones del estado
de animo, los trastornos del suefio, la fatiga, la rigidez matutina, las disfunciones
cognitivas, la ansiedad, los dolores de cabeza recurrentes, los mareos, el sindrome de
colon irritable y/o el dolor urogenital (Bellato et al., 2012; Wolfe et al., 2013; Russell,
2013; Chinn et al., 2016). La cantidad de sintomas que se integran en el FMS, lo
convierten en una patologia severamente incapacitante, lo que acarrea un gran impacto

tanto a nivel personal, familiar y socio-econémico (Wu et al., 2012).

El dolor en el FMS es variable, de forma que su ubicacidn e intensidad cambian
con el tiempo y el curso de la enfermedad. Es el hallazgo tipico y se caracteriza por un
aumento de sensibilidad a la palpacién como resultado de un descenso generalizado de
los umbrales de dolor, sin anormalidad tisular o dano periférico que justifique tal

sintomatologia (Meeus y Nijs, 2006).

En efecto, los pacientes con fibromialgia presentan una disminucién de los
umbrales de dolor manifestados en forma de hiperalgesia (aumento anémalo de la
sensacion dolorosa) y/o alodinia (percepcién de dolor ante estimulos mecanicos o
térmicos que en condiciones normales no son dolorosos). Actualmente, se piensa que
este procesamiento anormal del dolor es principalmente debido a la existencia de
mecanismos de sensibilizacion central. De hecho, cada vez mas autores incluyen el FMS

dentro del grupo de los llamados Sindromes de Sensibilizacion Central, que también
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incluye a otros como el sindrome de fatiga cronica, la dispepsia funcional, el sindrome
de la Guerra del Golfo, la cistitis intersticial, el sindrome del colon irritable, la disfuncién
de la articulaciéon temporomandibular, el dolor miofascial, el trastorno de estrés post-

traumatico o el sindrome de piernas inquietas (Chinn et al., 2016).

El término FMS es el dltimo de los distintos nombres que, desde el siglo XIX, se
han venido empleando ante aquellos casos de dolor crdnico generalizado de naturaleza
musculoesquelética sin  causa identificada. Entre ellos han destacado las
denominaciones: Puntos Sensibles, Dolor Muscular, Myitis, Fibrositis, Fibromiositis

Nodular, Reumatismo Psicégeno, etc...

Todas ellas, sin embargo, hoy en dia en desuso desde que en los afios 90 la ACR
(American College of Rheumatology) establecié unos criterios de clasificacion basados
en la existencia de dolor crénico generalizado y determinados “puntos dolorosos”,
caracterizando el término FMS. Con ello, la ACR pretendia agrupar e identificar un
nimero importante de personas con necesidad de atencién y tratamiento que
presentaban sintomas similares y probablemente un proceso fisiopatolégico comun

(Wolfe et al., 1990).

Posteriormente, el término FMS fue reconocido por la Organizacién Mundial de
la Salud (OMS) en 1992 vy tipificado en su manual de Clasificacidon Internacional de
Enfermedades: En la CIE-9 el FMS se clasificé con el cddigo 729.1 que engloba todas las
mialgias y miositis no especificadas, y en la CIE-10 se clasificé dentro del apartado M79
Other soft tissue disorders, not elsewhere classified, con el codigo M79.7 Fibromyalgia,
incluyendo a su vez: Fibromyositis, Fibrositis y Myofibrositis. Asimismo, el FMS también
fue reconocido en 1994 por la Asociacién Internacional para el Estudio del Dolor (IASP)
con el cédigo X33.X8a (para revision ver el documento Fibromialgia elaborado por el

Ministerio de Sanidad, Politica Social e Igualdad en 2011).

ARANTXA BLASCO SERRA TESIS DOCTORAL



INTRODUCCION 5

La clasificacidon diagndstica de pacientes bajo el término FMS, si bien ha estado
en constante discusion, ha facilitado la realizacién de ensayos clinicos y estudios

fisiopatoldgicos que han permitido avanzar y conocer mejor el problema.

No obstante, la falta de pruebas o examenes especificos, la ausencia de signos o
sintomas patognomodnicos de FMS, unido todo ello al hecho de que parte de los
sintomas del FMS son compartidos con otros procesos de dolor crénico, han llevado a la
controversia entre algunos profesionales sobre la aceptacién del FMS como una
enfermedad con una fisiopatologia diferenciada (Ehrlich, 2003; Gordon, 2003; Morris,

2004).

De hecho, algunos estudios posteriores han cuestionado la especificidad
diagnéstica de los puntos dolorosos en la FM y varios estudios han sefialado que estos

puntos dolorosos pueden variar con el grado de estrés psicolégico (Harden et al., 2007).

En respuesta a todas estas cuestiones, la ACR ha vuelto recientemente a publicar
unos Nuevos Criterios Diagnosticos Preliminares de FMS (Wolfe et al., 2010), que han
sido validados poco después (Wolfe et al., 2011), en los que se abandona el recuento de
los puntos dolorosos, sustituido por unos cuestionarios que hacen innecesaria la

exploracidn clinica.

Pese a la controversia que ha acompanado y todavia acompafia al FMS, Ia
realidad incuestionable es que existe un grupo de personas con un problema de salud
de evolucidon generalmente crénica que, aunque puede presentarse con diferentes
niveles de afectacidn, resulta en la mayoria de los casos altamente invalidante, lo que
requiere enfocar la actuacién sanitaria de tal forma que reciban una atencién integral
adecuada a sus necesidades basada, siempre que sea posible en las evidencias
cientificas disponibles, y en aquellos aspectos donde éstas sean insuficientes, en el

consenso de los expertos.

TESIS DOCTORAL ARANTXA BLASCO SERRA



6 INTRODUCCION

Sexual
dysfunction

Dyscognition

Sleep
disturbances

Anxiety/
psychological
distress

Mood
disturbances

Physical
Dysfunction

Figura 1.1.1. Principales alteraciones en el sindrome de fibromialgia. Tomado de Smith et al., 2010.

1.2. EPIDEMIOLOGIA E IMPORTANCIA SOCIO-ECONOMICA DEL SINDROME
DE FIBROMIALGIA

Segun estudios recientes, la prevalencia del FMS en la poblacién general oscila
entre el 2% y el 4%, dependiendo de los criterios aplicados para su diagndstico (Smith

et al., 2010; Wolfe et al., 2013).

Se calcula que en Espafia existen unas 800.000 personas de la poblacidn adulta
que padecen este sindrome (Cordero et al., 2010), lo que significa que afecta al 1-3% de
la poblacién mayor de 18 afios. Su prevalencia en nuestro pais es del 2-6% en la consulta
de medicina general, mientras que en la consulta de reumatologia oscila entre el 3,7% y
el 20%, segun distintos autores (Branco et al., 2010; Carmona et al., 2001; Jones et al.,

2015).

Aunque ésta ha sido descrita durante mucho tiempo mayor en mujeres, con un
ratio aproximado de 13,9 mujeres por cada hombre segun los criterios del ACR de 1990
(Branco et al., 2010; Harris y Clauw, 2008; Lindell et al., 2000), el desarrollo de criterios

diagnésticos nuevos y mas especificos para FMS ha demostrado que esta mayor
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prevalencia en mujeres no es tan alta como se pensaba clasicamente, determinandose
en la actualidad una prevalencia del 2,4% en mujeres y el 1,8 % en hombres (Jones et

al., 2015; Wolfe et al., 2013).

Este nuevo dato demuestra la importancia que la correcta definicion y
especificidad de los criterios diagndsticos tienen sobre los conocimientos de la patologia
y el porqué deben estar siempre en continua revisiéon atendiendo a las necesidades

poblacionales y adaptandose a las realidades médicas.

Las personas con FMS, debido al dolor generalizado, la fatiga y otros sintomas
qgue padecen, encuentran dificultades para realizar las tareas de la vida diaria. En
muchos casos se encuentran deprimidas o irritables, lo que afecta a sus relaciones
sociales y familiares, y puede desencadenar un empobrecimiento de sus actividades de
ocio y de su apoyo social, lo que en gran medida generard una emotividad negativa hacia
su enfermedad que repercutirda en el agravamiento o retroalimentacion de su
sintomatologia(Beam et al., 2009; Wu et al., 2012; Velasco et al., 2010; Oliveira y Costa,
2010; Liedberg et al., 2015; Russell, 2013.

A nivel socio-econdmico, las repercusiones son todavia mayores ya que, aunque
en los ultimos afios se han hecho importantes avances en el manejo de los pacientes
con FMS, su tratamiento es mayoritariamente insatisfactorio, lo que repercute no solo
en su calidad de vida y su economia, sino también en la de sus familias y, en general, en
nuestra sociedad (Burke et al., 2012; Martin et al., 2014). El estudio EPISER (Estudio
Epidemiolégico de Enfermedades Reumaticas en Espafia) publicado en Espaiia en 2000:
sitla la tasa de incapacidad laboral en FMS en un 11,5%, mucho mayor que en la
poblacién general que es de un 3,2%; los costes directos por FMS duplican a los
generados por otras patologias; el 78,5% de los pacientes con FMS con trabajo
remunerado, en algin momento habian estado de baja laboral por algin motivo
relacionado con el FMS; el 6,7% de los pacientes con FMS vistos en consultas de
reumatologia son pensionistas por esta causa; ademas la coexistencia de un trastorno

cronico en el FMS es muy alta respecto a la poblacion general, conllevando mayor

TESIS DOCTORAL ARANTXA BLASCO SERRA



8 INTRODUCCION

nimero de visitas médicas, gastos sanitarios, medicamentos, intervenciones
quirurgicas; por otro lado, los pacientes con FMS suelen ser tratados con varios farmacos
lo que también aumenta el gasto sanitario (Annemans et al., 2008; Rivera et al., 2009).
Estos datos son similares a los otros paises de nuestro entorno: el estudio
epidemioldgico de FMS realizado en poblacién canadiense, estima en el doble el
consumo de farmacos y servicios de salud en pacientes con FMS respecto a controles
sanos; el estudio de Wolfe et al. (1997) recoge en sus estudios una media de diez visitas
médicas al afio por cada paciente con FMS, con un consumo de 2,7 farmacos
relacionados con FMS en cada periodo de 6 meses. Estos autores calcularon que el coste
econdmico en 1996, era de 2.274 ddlares por paciente y afo (Wu et al., 2012; Russell,

2013; Wolfe et al., 1997).

1.3. CRITERIOS DIAGNOSTICOS

Como ya hemos seiialado, posiblemente uno de los principales factores que ha
condicionado la aceptacion del FMS como una entidad nosolégica propia ha sido la falta

de unos criterios diagndsticos claros y undnimemente aceptados.

El primer intento serio y relativamente exitoso se realizé en 1990: el American
Collegue of Reumathology (ACR), basandose en un estudio multicéntrico realizado en
EEUU y Canada con 293 pacientes afectados de FMSy 265 controles con diferentes tipos
de dolor crénico, propuso para su diagndstico Unicamente la presencia de dolor difuso
de mads de 3 meses de evolucién (en el lado derecho e izquierdo del cuerpo, por encima
y por debajo de la cintura y en el esqueleto axial) y sensibilidad al dolor aumentada a la
palpacion digital en al menos 11 de 18 localizaciones anatdmicas propuestas,
denominadas puntos sensibles o “tender points” (Wolfe et al., 1990). La presion digital
debia ejercerse con una fuerza aproximada de 4 kg, que en la préctica equivaldria al
momento en que cambia de coloracidon subungueal el dedo del explorador (Collado et

al., 2002).
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Figura 1.3.1. Mapa de puntos sensibles descritos en los criterios diagndsticos de la ACR en 1990. Tomado
de Wolfe et al., 1990.

En 2010, sin embargo, ante la evidente dificultad en la practica de realizar la
exploracién clinica necesaria para la correcta aplicacion de los criterios diagndsticos
propuestos en 1990, el propio American College of Rheumatology (ACR) redisefié sus
criterios diagndsticos con el fin de hacer frente a determinadas realidades (Wolfe et al.,
2010). En primer lugar, cada vez era mas evidente que en atencién primaria, donde se
daba la mayoria de diagndsticos de FMS, el recuento de los puntos sensibles se realizaba
con poca frecuencia o no se realizaba correctamente (Fitzcharles y Boulos, 2003), por lo
que el diagndstico de FMS en la practica ha sido normalmente basado en los sintomas.
En segundo lugar, la importancia de los sintomas que no habian sido examinados ni
considerados en los criterios de clasificacion de 1990 de la ACR (fatiga, sintomas
cognitivos, alteraciones del suefio y del estado de animo) ha ido creciendo hasta
convertirse en caracteristicas clave en el FMS. Finalmente, algunos expertos mantienen
qgue el FMS no puede ser definida por criterios dicotdémicos, es decir, por presencia o
ausencia de determinados sintomas, por tratarse de un espectro de alteraciones que

pueden aparecer en mayor o menor medida (Wolfe et al., 2010).
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La publicaciéon de los criterios diagndsticos preliminares del FMS por el ACR en

2010 elimind el examen de los puntos sensibles, haciendo asi posible el estudio del FMS

en investigacion clinica. Los nuevos criterios del ACR incluyen:

- Un indice de dolor generalizado (Widespread Pain Index, WPI) que incluye 19

localizaciones que el paciente debe indicar si le han dolido durante la ultima

semana. Este indice puede tener una puntuacién de 0 a 19.

- Una escala de severidad de sintomas (Symptom Severity Score, SS), en el que el

paciente debe indicar del 0 al 3 el nivel de severidad en el que ha padecido cada uno

de los tres sintomas que proponen en la Ultima semana: fatiga, suefio no reparador

y sintomas cognitivos. Ademas, como puntuaciéon en esta escala se suma la

presencia en los Ultimos seis meses de dolor de cabeza, dolor o calambres en el bajo

abdomen o depresion (0= ausencia; 1= presencia). La puntuacion en esta escala

puede variar entre 0 y 12 puntos.

Criteria

A patient satisfies modified ACR 2010 fibromyalgia diagnostic criteria if the following 3 conditions are met: (1)
Widespread Pain Index = 7 and Symptom Severity Score = 5 or Widespread Pain Index between 3-6 and
Symptom Severity Score = 9. (2) Symptoms have been present at a similar level for at least 3 months. (3) The
patient does not have a disorder that would otherwise sufficiently explain the pain.

Ascertainment
1). Widespread Pain Index (WPI): Note the number of areas in which the patient has had pain over the last week.
In how many areas has the patient had pain? Score will be between 0 and 19.

Shoulder girdle, Lt. Hip (buttock, trochanter), Lt. Jaw, Lt. Upper Back
Shoulder girdle, Rt. Hip (buttock, trochanter), Rt. Jaw, Rt. Lower Back
Upper Arm, Lt. Upper Leg, Lt. Chest Neck

Upper Arm, Rt. Upper Leg, Rt. Abdomen

Lower Arm, Lt. Lower Leg, Lt.

Lower Arm, Rt. Lower Leg, Rt.

2). Symptom Severity Score: Fatigue; Waking unrefreshed; Cognitive symptoms.

For the each of these 3 symptoms, indicate the level of severity over the past week using the following scale:
0 = No problem; 1 = Slight or mild problems; generally mild or intermittent; 2 = Moderate; considerable prob-
lems; often present and/or at a moderate level; 3 = Severe: pervasive, continuous, life-disturbing problems.

The Symptom Severity Score is the sum of the severity of the 3 symptoms (fatigue, waking unrefreshed, and cog-
nitive symptoms) plus the sum of the number of the following symptoms occurring during the previous 6 months:
headaches, pain or cramps in lower abdomen, and depression (0-3). The final score is between 0 and 12.

Figura 1.3.2. Tabla resumen de los criterios diagndsticos de FMS establecidos por el ACR en 2010.

Tomado de Wolfe et al., 2013.
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Estos criterios diagndsticos de FMS se satisfacen si se cumplen las 3 condiciones
de severidad de sintomas (SS) 2 5 (Tipo A) o el WPl es 3-6 y la SS = 9 (Tipo B), (2) los
sintomas han estado presentes en una intensidad similar durante al menos 3 meses, y

(3) el paciente no tiene un trastorno que pueda explicar el dolor (Wolfe et al., 2013).

Poco después de la publicaciéon de estos nuevos criterios, con el objetivo de
desarrollar un cuestionario sencillo y practico para la realizaciéon de estudios
epidemioldgicos y clinicos, se propuso la “polysymptomatic distress scale” (PSD), una
escala que combina el indice de dolor generalizado y la escala de severidad de sintomas
y en la que, por tanto, la puntuacién puede variar de 0 a 31, y una persona que cumpla
los criterios para FMS medidos con el WPl y la SS, siempre dara una puntuacién minima
de 12 en el PSD (Wolfe et al., 2011). El uso de esta escala permite trazar el FMS como
una escala dimensional o un continuo, y permite una mayor exploracién de las

caracteristicas y distribucion de la sintomatologia asociada (Wolfe et al., 2013).

1.4. DESCRIPCION DE LA SINTOMATOLOGIA

El dolor es el principal sintoma del FMS. Es un dolor crénico generalizado, de
predominio musculoesquelético. Junto al dolor, el interés por el estudio de los sintomas
comorbidos cobra cada vez mas importancia debido al impacto que tienen sobre la
calidad de vida de los pacientes, las repercusiones socioeconémicas que acarrea su
tratamiento y la interrelacién que presentan con la sintomatologia de dolor (Consoli et
al., 2012; Wolfe et al., 2010). De entre estos sintomas, destacan las alteraciones en el
estado de dnimo, principalmente sintomas depresivos, y las alteraciones del suefio,
incluidas en los nuevos criterios diagndsticos como suefio no reparador (Chinn et al.,

2016).
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1.4.1. Sintoma principal: Alteraciones en el procesamiento del dolor

1.4.1.1. Bases anatdmicas del procesamiento del dolor

Para hacerse consciente, el dolor, como el resto de sensibilidades, utiliza unas
vias nerviosas aferentes que requieren de unos receptores especificos que capten los
estimulos dolorosos, de unas fibras nerviosas que trasladen la sefial generada hasta el
sistema nervioso central, y, finalmente, de unas vias ascendentes que conduzcan esta
informacidn por el sistema nervioso central hasta la corteza cerebral, donde la sensacién

dolorosa se hara consciente (Valverde et al., 2015).

Los receptores encargados de recoger la informacién de naturaleza dolorosa o
nociceptores fueron definidos por Sherrington, en 1906, como aquellos receptores
sensoriales capaces de informar sobre la existencia de un dafio o sobre la amenaza de
que éste se fuera a producir (Ringkamp et al., 2013; Westlund y Willis, 2015). Los
nociceptores son terminaciones nerviosas libres que no parecen tener una estructura de
receptor especifica como ocurre en otros tipos de receptores somatosensoriales

(Almeida et al., 2004; Ringkamp et al., 2013; Warren et al, 2014b; Valverde et al., 2015).
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nerve endings
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Figura 1.4.1.1.1. Terminaciones nerviosas libres. Tomado de Ringkamp et al., 2013.
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Segun el tipo de estimulo que los activan podemos distinguir tres clases de
nociceptores: los nociceptores mecdnicos, que responden ante estimulos tactiles muy
intensos como un pinchazo o un aplastamiento, normalmente acompafiados de mayor
o menor lesién tisular; los nociceptores térmicos, que son excitados por temperaturas
extremas, bien sean altas (por encima de 452C) o bien sean bajas (por debajo de 52C); y
los nociceptores polimodales, que responden a diferentes estimulos mecanicos,

térmicos y quimicos nocivos (Basbaum y Jessell, 2013; Valverde et al., 2015).

Table 22-2 ReceptorTypes Active in Somatic Sensation

Receptor type Fiber group Fiber name  Modality
Cutaneous and subcutaneous mechanoreceptors Touch
Meissner corpuscle Ac.p RA1 Stroking, flutter
Merkel disk receptor Ao SA1 Pressure, texture
Pacinian corpuscle Ao RA2 Vibration
Ruffini ending Ao SA2 Skin stretch
Hair-tylotrich, hair-guard Ao,p G1,G2 Stroking, fluttering
Hair-down Ad D Light stroking
Field Ao,B F Skin stretch
C mechanoreceptor C Stroking, erotic touch
Thermal receptors Temperature
Cool receptors Ad il Skin cooling (< 25°C [77°F])
Warm receptors G v Skin warming (>35°C [95°F])
Heat nociceptors Ad III Hot temperature (>45°C [113°F])
Cold nociceptors G v Cold temperature (<5°C [41°F])
Nociceptors Pain
Mechanical Ad 1M Sharp, pricking pain
Thermal-mechanical (heat) Ad 11 Burning pain
Thermal-mechanical (cold) & v Freezing pain
Polymodal (& v Slow, burning pain
Muscle and skeletal mechanoreceptors Limb proprioception
Muscle spindle primary Ao la Muscle length and speed
Muscle spindle secondary AB il Muscle stretch
Golgi tendon organ Ao b Muscle contraction
Joint capsule receptors AB il Joint angle
Stretch-sensitive free endings Ad I Excess stretch or force

Figura 1.4.1.1.2. Tipos de receptores somatosensoriales. Tomado de Ringkamp et al., 2013.

Estas tres clases de nociceptores pueden ser englobadas en dos grandes clases
de receptores del dolor si atendemos al grado de mielinizacién de la fibra nerviosa
aferente que termina en ellos: los nociceptores Ad (A-delta), inervados por fibras
escasamente mielinizadas A8 (A-delta) y que son mayoritariamente nociceptores
mecdanicos o térmicos que producen un dolor descrito como afilado, punzante y preciso;

y los nociceptores C, inervados por fibras amielinicas C y que se corresponden mas
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frecuentemente con nociceptores polimodales capaces de responder a estimulos
mecanicos, térmicos y quimicos, y que provocan un dolor sordo, quemante y poco

preciso (Gardner y Johnson, 2013; Ringkamp et al., 2013).

Los nociceptores estan ampliamente diseminados por la piel, nociceptores
cutaneos, encargados de recoger el dolor somatico superficial;, por los musculos y
articulaciones, nociceptores profundos, donde recogen el dolor somatico profundo; y
en diferentes visceras y drganos internos, nociceptores viscerales, responsables de la

captacién del dolor visceral (Warren et al, 2014b).

Una vez los nociceptores han sido activados, la sefal dolorosa generada viaja
hacia el sistema nervioso central por las fibras nerviosas nociceptivas que, como ya
hemos comentado, pueden ser de dos tipos (Gardner y Johnson, 2013; Valverde et al.,
2015):

-fibras Ad (A-delta), escasamente mielinizadas, fibras aferentes del grupo lll, de entre
1-6 um de didmetro y una velocidad de conduccion de 4-36 m/s.
-y fibras C, amielinicas, fibras aferentes del grupo IV, con un didmetro que varia entre
las 0,2-1,5 um y una velocidad de conduccion de 0,4-2,0 m/s.
Un tercer tipo de fibras nerviosas, las fibras AP (A-beta), mielinizadas, fibras aferentes
del grupo Il, de entre 6-12 um de didmetro y una velocidad de conduccion de 36-72 m/s,
no conducen estimulos nociceptivos, pero son fundamentales en los mecanismos de

supresion segmental (Almeida et al., 2004; Gardner y Johnson, 2013).

Table 22-1 Classification of Sensory Fibers in Peripheral Nerves'

Muscle nerve Cutaneous nerve  Fiber diameter (m) Conduction velocity (m/s)
Mpyelinated
Large diameter I Ao 12-20 72-120
Medium diameter 1I AB 6-12 36-72
Small diameter 11 Ad 1-6 4-36
Unmyelinated v & 0.2-1.5 0.4-20

'Sensory fibers from muscle are classified according to their diameter, whereas those from the skin are classified by conduction velocity.

Figura 1.4.1.1.3. Tipos de fibras aferentes. Tomado de Gardner y Johnson, 2013.
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Estas fibras nerviosas nociceptivas son los axones o prolongaciones periféricas
de las neuronas nociceptivas primarias. La informacion nociceptiva procedente de
cualquier parte del cuerpo, excepto de la cabeza, viaja por estas prolongaciones
periféricas hasta el cuerpo o soma neuronal de las neuronas nociceptivas primarias,
localizado en el ganglio espinal de la raiz dorsal correspondiente. Del ganglio parte la
prolongacioén central de la neurona nociceptiva primaria que, tras terminar de recorrer
el resto de la raiz posterior, alcanza el sistema nervioso central a nivel del asta posterior

o dorsal de la médula espinal.

No obstante, hemos de sefialar que algunas de estas prolongaciones centrales
nociceptivas cambian de direccién en la raiz posterior y entran finalmente en la médula
espinal por las raices anteriores o ventrales. Estas fibras son conocidas como fibras
recurrentes, y serian las responsables de la persistencia del dolor tras rizotomia

posterior (Almeida et al., 2004; Naftel, 2014).
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Figura 1.4.1.1.4. Fibra recurrente de origen visceral (la roja en la raiz anterior). Tomado de Naftel, 2014.
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Las fibras que conducen la informacién nociceptiva, al alcanzar la superficie del
asta posterior de la médula espinal, se dividen en una rama ascendente y otra
descendente, formando el fasciculo o tracto de Lissauer. Tanto las ramas ascendentes
como las descendentes, tras recorrer varios segmentos medulares en ambos sentidos,
penetran en el interior del asta posterior medular. La informacién dolorosa conducida
por las fibras A (A-delta) hace sinapsis en neuronas de la lamina | y parte externa de la
[dmina 1l (lle) y lamina V, mientras que las fibras C van a contactar con células de las

[dminas |y Il (lle) (Basbaum y Jessell, 2013).

A Nociceptor types B Spinal cord inputs (@ e |

Thermal Mechanical Polymodal

A fiber

C fiber
|

oo
AB fiber
{mechanareceptor)

To thalamus

To brain stem
and thalamus

Figura 1.4.1.1.5. Terminacion de las fibras nociceptivas sobre el asta posterior de la médula espinal.
Tomado de Basbaum y Jessell, 2013.

Las neuronas de la Idmina |, o zona marginal, son en general grandes y proyectan
a otras laminas de la médula espinal, a la formacién reticular del tronco del encéfalo y
al talamo. La /dmina I, o sustancia gelatinosa de Rolando, puede ser dividida en dos
zonas: una mas interna, la lamina lli, que recibe informacion no dolorosa; y otra mas
externa, la lamina lle, que recibe informacion de naturaleza nociceptiva. Contiene

interneuronas excitadoras e inhibidoras que proyectan a otras ldminas de la médula

ARANTXA BLASCO SERRA TESIS DOCTORAL



INTRODUCCION 13

espinal. La /dmina V contiene grandes neuronas denominadas de amplio margen
dindmico o WDR debido a que responden a una gran variedad de estimulos (mecanicos,
térmicos, quimicos...). Algunas de ellas reciben también estimulos nociceptivos de
origen visceral. Junto con las de la lamina |, las neuronas de la [dmina V constituyen el
grupo celular mdas importante en la transmisién ascendente de la informacién

nociceptiva hacia el cerebro.

oster;

I - Nucleo (zona)
posteromarginal

|- Nucleo (zona)
posteromarginal

+— lle )Sustancia Ile% Sustancia
— Ili Jgelatinosa Ili ) gelatinosa
i . 1] g Nucleo
| )NucI§0 IV propio
IV ) propio
No doloroso Doloroso
] @ impulso mecanico M = Células que proyectan hacia otras laminas
2 . 0 niveles de la médula espinal
I8 impulso polimodal R = Células que proyectan hacia A través del
A A impulso térmico B Ialformacmn reticular sistema
I = Células que proyectan hacia los anterolateral
nucleos taldmicos

Figura 1.4.1.1.6. Laminas del asta posterior de la médula espinal, con sus principales entradas (A) y
salidas (B). Tomado de Warren et al., 2014a.

La sefial dolorosa generada en el asta posterior de la médula alcanzara centros
superiores supraespinales a través de diferentes haces o fasciculos ascendentes
principales. Los mds importantes son los que actualmente conforman el denominado
sistema anterolateral (SAL), que incluye los clasicos haces espinotaldmicos,
espinorreticular, espinomesencefdlico y espinohipotaldmico. Fuera del SAL todavia
encontramos algunas vias que también intervienen en la transmisidon nociceptiva

ascendente como el haz espinocervical y la via postsindptica de la columna dorsal.
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Clasicamente se pensaba que el haz espinotaldmico lateral sdlo transportaba
informacién sobre el dolor y la temperatura, mientras que el haz espinotaldmico
anterior se ocupaba exclusivamente del tacto protopatico. En la actualidad se piensa
qgue todas las partes del SAL transportan todas las modalidades somatosensoriales

mencionadas (dolor, temperatura y tacto protopatico) (Warren et al., 2014b).

Las fibras espinotalamicas constituyen la principal via nociceptiva ascendente
desde la médula espinal. En ellas se incluyen los axones de las neuronas nociceptivas
especificas y de amplio espectro dindmico (WDR) ubicadas, principalmente, en las
[dminas | y V. medulares. Desde aqui, las fibras cruzan por la comisura gris anterior de la
médula, en una decusacién que tiene lugar a través de varios segmentos medulares, y
alcanzan el corddn anterolateral de la hemimédula opuesta. En este momento las fibras
se acodan en angulo recto para hacerse ascendentes, recorriendo como parte del SAL la
médula espinal, el bulbo, la protuberanciay el pedunculo cerebral, hasta llegar de forma
directa al tdlamo donde hacen relevo en la neurona talamo-cortical nociceptiva. Seria lo
que algunos autores denominan la via neoespinotaldmica (Almeida et al., 2004;
Basbaum y Jessell, 2013; Dostrovsky y Craig, 2013; Warren et al, 2014b; Westlund y
Willis, 2015; Valverde et al., 2015).

Las fibras algésicas del haz espinorreticular se dirigen principalmente hacia la
formacién reticular bulbo-pontina. De aqui la informacién puede continuar hasta el
tdlamo por fibras reticulotalamicas completando la via indirecta al tdlamo o via
paleoespinotalamica, o puede descender de nuevo a la médula espinal desde nucleos
como el locus coeruleus o el nucleo del rafe magno, contribuyendo en el control
descendente del dolor (Almeida et al., 2004; Basbaum y Jessell, 2013; Dostrovsky y Craig,
2013; Warren et al, 2014b; Westlund y Willis, 2015; Valverde et al., 2015).
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El haz espinomesencefdlico transporta las sefiales nociceptivas desde la médula
espinal hasta ndcleos tan importantes en la modulacién enddgena del dolor como la
sustancia gris periacueductal (PAG), o en la integracion afectivo-emocional del dolor
como el nucleo parabraquial (fibras espinoparabraquiales), gracias a sus proyecciones
sobre la amigdala del sistema limbico (Almeida et al., 2004; Basbaum y Jessell, 2013;

Dostrovsky y Craig, 2013; Warren et al, 2014b; Westlund y Willis, 2015; Valverde et al.,

Spinothalamic Spinoreticular Spinomesencephalic
Igr?zscqauon Posteentral Toassoeiation Posteentral
X ornex
ayrus qyrus
isomatic {somatic
sensory sensory
cortex) cortex)
{ Reticular
\ formation  Superior
of midbrain  colliculus
Thalamus: Infertar Periaqueductal
Central colliculus gray matter
lateral
nucleus
Ventral Widbrain Y—
posteriar
fateral
nucleus
Neuron projecting Reticular
to the thalamus ~ formation
of pons
Pons
Reticular
formation
of medulla
Wedulta
Spinal cord

Figura 1.4.1.1.7. Alguna de las principales vias ascendentes nociceptivas. Tomado de Basbaum y Jessell,
2013.

Finalmente, recordar que dentro del SAL, la mayoria de autores diferencian unas
fibras espinohipotaldmicas, que bien de forma directa o a través de colaterales
procedentes de los haces espinorreticular y espinomesencefalico, llevan informacién
dolorosa al hipotadlamo, contribuyendo de forma importante en la elaboracién de

respuestas endocrinas y vegetativas ante estimulos nociceptivos (Almeida et al., 2004;
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Basbaum y Jessell, 2013; Dostrovsky y Craig, 2013; Warren et al, 2014b; Westlund y
Willis, 2015; Valverde et al., 2015).

Ya fuera del SAL, destacaremos la via postsindptica de la columna dorsal,
fundamental en la conduccion del dolor visceral. Las vias de conduccién del dolor
visceral acompanan principalmente a las fibras vegetativas simpaticas y parasimpaticas.
Los somas de las neuronas sensitivas primarias que lo transmiten, se localizan en los
ganglios raquideos. Sus terminaciones centrales presentan un amplio territorio de
finalizacidn, parcialmente bilateral, en las [dminas superficiales y profundas del asta
dorsal (ldminas | y V) y alrededor del canal central medular (ldmina X). En las ldaminas | y
V, principal origen del tracto espinotalamico, se produce convergencia cutdneay visceral
que podria explicar el dolor referido, es decir, la proyeccién de un dolor de origen
visceral a un territorio cutaneo determinado. Desde la [amina X la informacién dolorosa
visceral asciende por la columna dorsal hasta alcanzar los nucleos gracil y cuneiforme y

de ahi al talamo, la amigadala, el hipotalamo, la PAG, etc... (Westlund y Willis, 2015).

Visceral Nociception

Figura 1.4.1.1.8. Esquema de la via postsindptica de la columna dorsal para el dolor visceral. Tomado de
Westlund y Willis, 2015.
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Por ultimo, también se ha descrito, un haz espinocervicotalamico, sobre cuyo

origen y destino en el ser humano no existe un consenso general, pero cuyo estudio en

otros mamiferos, incluidos los primates, ha aportado suficientes datos para no

cuestionar su participacién en la conduccion ascendente del impulso nervioso nocivo

(Almeida et al., 2004; Basbaum y Jessell, 2013; Valverde et al., 2015).

El talamo es la principal estructura de relevo de la informacién dolorosa

destinada a la corteza cerebral, encargada de la recepcién, la integraciéon y la

transmision de la misma.

El  ndcleo  taldmico  ventral
posterolateral (VPL) es considerado
histéricamente el principal ndcleo en el
relevo taldmico de la informacidn
somatosensorial, incluida la nociceptiva
(Almeida et al.,, 2004; Westlund y Willis,
2015), procedente de todo el cuerpo,
excepto la cabeza, que envia la informacién
al ndcleo taldmico ventral posteromedial
(VPM) (Warren et al, 2014b). El VPL recibe la
mayoria de sus aferencias nociceptivas de
fibras del SAL (principalmente de la via
directa del haz espinotaldmico, la via
neoespinotalamica), aunque también recibe
fibras de la via postsinaptica de la columna
dorsal y del tracto espinocervicotalamico
(Almeida et al., 2004; Basbaum vy Jessell,
2013; Warren et al, 2014b).

Figura 1.4.1.1.9. Proyecciones de las fibras
espinotaldmicas sobre los nucleos del talamo de
primate. Tomado de Dostrovsky y Craig, 2013.
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Recientemente, se ha descrito en la parte mas ventral, posterior y medial del
VPL, una pequefia zona que seria el principal destino de las fibras espinotalamicas
procedentes de la ldmina | de la médula espinal (Dostrovsky y Craig, 2013): es la
denominada parte posterior del nucleo ventromedial (VMpo). De hecho, cada vez mas
autores lo consideran un nucleo independiente del VLP, incluso incorporandolo al grupo

posterior de nucleos del talamo (Almeida et al., 2004).

Los nucleos taldmicos intralaminares son, junto con el VPL, la otra clasica regién
taldmica de relevo de la informacién dolorosa (Almeida et al., 2004; Basbaum y Jessell,
2013; Dostrovsky y Craig, 2013; Warren et al, 2014b; Westlund y Willis, 2015; Valverde
et al., 2015). Destacan el centromediano (CM), el central lateral (CL) y el parafascicular
(Pf). Reciben informacién espinotaldmica indirecta a través de la via
paleoespinotalamica o espinorreticulotaldmica (Basbaum y Jessell, 2013; Warren et al,

2014b).

Por ultimo, la region ventral y caudal del nucleo dorsomedial del talamo (MDvc)
es incluida por algunos autores, junto a los nucleos intralaminares, en el grupo medial o
interno de nucleos del tdlamo que reciben informacion nociceptiva (Almeida et al., 2004;

Dostrovsky y Craig, 2013).

Las sefiales dolorosas procedentes del talamo (fibras talamocorticales) alcanzan
la corteza cerebral pasando por el brazo posterior de la cdpsula interna. Las principales
regiones corticales donde termina la informacion nociceptiva son (Almeida et al., 2004;
Apkarian et al., 2013):

1) La corteza somatosensorial primaria o Sl (dreas 3, 1 y 2 de Brodmann): Ocupa la
circunvolucién parietal ascendente o postcentral, recibiendo la mayoria de las
proyecciones procedentes del nucleo ventral posterolateral del talamo vy
presentando una organizacion somatotdpica que conforma el homunculo sensitivo.

2) La corteza somatosensorial secundaria o Sll: Ocupa el labio superior de la cisura
lateral o de Silvio, formando parte del opérculo frontoparietal. Recibe fibras

directamente del tdlamo, aunque la mayor parte de las sefiales las recibe del area SI.
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Por fuera se encuentra la corteza somatosensorial primaria y por dentro la corteza
insular.

3) La corteza insular: Se situa en la zona mas profunda de la cisura lateral y su porcién
mas posterior esta relacionada con los aspectos emocionales de la percepcion del
dolor. También recibe fibras directas del tdlamo.

4) La corteza cingular anterior (drea 24 de Brodmann): Se localiza en la cara medial de
los hemisferios cerebrales, justo por encima de la parte anterior del cuerpo calloso.
Recibe aferencias directas de los nucleos taldmicos intralaminares y de la region
ventral y caudal del nucleo dorsomedial del tdlamo (MDvc). Parece participar en el
componente afectivo del dolor, en la seleccidn de la respuesta motora adecuaday en

los mecanismos de aprendizaje asociados con la prediccién y la evitacién del dolor.

Figura 1.4.1.1.10. Principales regiones corticales activadas tras estimulo doloroso obtenidas mediante
tomografia por emision de positrones. Tomado de Apkarian et al., 2013.

TESIS DOCTORAL ARANTXA BLASCO SERRA



24 INTRODUCCION

1.4.1.2. Sistema de Control Enddgeno de la Transmisidon Nociceptiva

Uno de los descubrimientos mas notables en la investigacion en el campo de la
transmisién nociceptiva, es la existencia de circuitos centrales capaces de regular la
percepcion del dolor. El dolor no es simplemente el resultado directo de la actividad de
las fibras aferentes nociceptivas, sino que esta regulado por la actividad de otras
estructuras no implicadas directamente en la transmisién de la informacidén dolorosa.
Aunque desde principios del siglo XX ha habido autores que han postulado la existencia
de influencias moduladoras del dolor, los primeros autores que articularon claramente
la existencia de un sistema especifico de control del dolor fueron Melzack y Wall (1965),
con su teoria de la puerta de control para el dolor (gate control theory). Segin Melzack
y Wall, este sistema deberia estar bajo el control de un sistema descendente de fibras,
procedente del tronco del encéfalo que seria sensible a factores ambientales (Melzack

y Wall, 1965; Heinricher y Fields, 2013).

CENTRAL
A CONTROL

GATE CONTROL SYSTEM

L l \4

-

PUT T ACTION p—=
IN SYSTEM

Figura 1.4.1.2.1. (A) Esquema original publicado por Melzack y Wall en la revista Science en 1965 para
ilustrar su teoria de la puerta de control del dolor. Tomado de Melzack y Wall, 1965. (B) Patrick Melzack
(izq) y Ronald Wall (der). Tomado del Prélogo del “Wall and Melzack’s textbook of pain”. 69 ed., 2013.
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Sin embargo, las pruebas de la existencia de este sistema de analgesia enddgeno
fueron presentadas por primera vez por Reynolds (1969), quien descubrié que la
estimulacion eléctrica de la sustancia gris periacueductal (PAG) de la rata producia una
analgesia profunda (denominada SPA o analgesia producida por estimulacion) sin

afectar la respuesta al resto de estimulos medioambientales ni la actividad motora.

Posteriores estudios permitieron a Basbaum y Fields (1984) establecer el primer
circuito endégeno de control del dolor, en el que la sustancia gris periacueductal del
mesencéfalo (PAG) era la estructura principal. La PAG enviaria proyecciones a nucleos
serotoninérgicos de la porcidn rostral y ventromedial del bulbo raquideo (RVM), como
el nucleo del rafe magno. Finalmente, éstos y otros nicleos monoaminérgicos, como el
locus coeruleus (LC), noradrenérgico, proyectarian sobre el asta posterior de la médula

espinal, inhibiendo las neuronas de proyeccién nociceptivas.

'
Y, AEnd,

PAG
ROSTRAL
MEDULLA
] SHT
SPINAL (GABAT)
{5P7)

Figura 1.4.1.2.2. Esquema original publicado por Basbaum y Fields en 1984 en la revista Annual Review
of Neuroscience para ilustrar su propuesta de circuito enddgeno de control del dolor. Tomado de
Basbaum y Fields, 1984.
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El paso del tiempo y los numerosos estudios realizados a posteriori han
confirmado el papel determinante de la PAG en el circuito endégeno de control del
dolor. Durante la estimulacion de la PAG los animales permanecen alerta y activos, sin
cambios en la respuesta a la mayoria de estimulos ambientales, excepto al dolor: las
respuestas esperadas ante los estimulos nociceptivos desaparecen. El descubrimiento
del papel en la modulacién del dolor de la PAG ha sido un avance decisivo para el
entendimiento de los mecanismos cerebrales de procesamiento del dolor. Del mismo

modo, la estimulacién de la RVM también produce analgesia (Heinricher y Fields, 2013).

Sin embargo, mientras que las proyecciones eferentes mas numerosas de la PAG
son sobre la RVM, las principales eferencias de la RVM se dirigen hacia la médula espinal.
Teniendo en cuenta que las proyecciones directas de la PAG a la médula espinal son
minimas, la influencia de la PAG sobre la médula espinal requiere de al menos un relevo

en la RVM (Westlund y Willis, 2015).

Este sistema PAG-RVM-asta posterior de la médula espinal es sensible a los
opiaceos tanto endégenos como exdgenos: su aplicacion directa tanto en la PAG como
en la RVM o en el asta posterior de la médula espinal produce analgesia. Si tenemos en
cuenta que los opidceos tienen un efecto inhibidor sobre las neuronas, estos resultados
parecen incongruentes con los que indican que la estimulacidn del circuito descendente
PAG-RVM es la que produce la analgesia. Esta aparente contradiccidon propicié que ya
Basbaum y Fields (1984) en su circuito de control enddgeno del dolor introdujeran la
hipétesis de la analgesia por desinhibicién gabaérgica: los opioides activarian el circuito
descendente PAG-RVM indirectamente, suprimiendo el efecto inhibitorio de las
interneuronas gabaérgicas locales, y de esta forma desinhibiendo el impulso
antinociceptivo de las neuronas que proyectan hasta la médula espinal (Lau y Vaughan,

2014).

Recientemente, esta hipdtesis ha sido adaptada para incluir junto a los opioides

también a los cannabinoides (Escobar et al., 2012; Lau y Vaughan, 2014).
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Figura 1.4.1.2.3. Esquema que ilustra la hipdtesis de la analgesia por desinhibicion gabaérgica. Tomado
de Lau y Vaughan, 2014.

El 20% del total de neuronas de la RVM son serotoninérgicas. Su estimulacién

eléctrica, que recordemos produce analgesia, provoca una importante liberacion de

serotonina en la médula espinal. Asimismo, la aplicacién directa de serotonina en la

médula espinal inhibe la transmisidén nociceptiva. Todo ello apunta a que la serotonina,

al igual que los opioides, juega un papel importante en el circuito endégeno de control

del dolor. El principal nucleo serotoninérgico de la RVM es el nucleo del rafe magno

(Heinricher y Fields, 2013).
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Recientemente, se ha demostrado la participacion en el circuito de control del
dolor de otros nucleos serotoninérgicos como el nucleo del rafe dorsal (DR). Este, sin
embargo, apenas proyecta sobre la médula espinal por lo que su influencia sobre la
nocicepcién es indirecta, mediada por otras regiones del tronco del encéfalo hacia las
cuales si proyecta el DR, y que a su vez envian abundantes proyecciones a la médula
espinal, como son el propio nucleo del rafe magno y el locus coeruleus (LC) (Westlund y

Willis, 2015).

Aligual que la serotonina, la noradrenalina también se ha demostrado que juega
un papel importante en el control del dolor (Pertovaara, 2006; 2013), como ya

apuntaron Basbaum y Fields en su propuesta original (Basbaum y Fields, 1984).

El 80% de la noradrenalina que se libera en la médula espinal procede del locus
coeruleus (LC), que corresponde al area A6. El LC es el nucleo noradrenérgico mas
importante del tronco del encéfalo, y desde hace ya mas de una década se le atribuye
un papel fundamental en el control descendente del dolor (Pertovaara, 2006). Son
abundantes los trabajos que destacan que la estimulacién directa del LC produce un
efecto antinociceptivo a nivel medular, mediado por receptores adrenérgicos a2. De
hecho, numerosos estudios indican que el circuito PAG-RVM produce su efecto
antinociceptivo, al menos en parte, por la activacidon del sistema noradrenérgico

descendente (Pertovaara, 2013; Westlund y Willis, 2015).

Actualmente, el sistema noradrenérgico descendente se ha convertido en uno
de los circuitos mas relevantes en el control del dolor, suscitando el interés de una gran
parte de los investigadores y convirtiéndose en una de las principales dianas potenciales

para el tratamiento del dolor (Pertovaara, 2013; Schiinke et al., 2015).

ARANTXA BLASCO SERRA TESIS DOCTORAL



INTRODUCCION 29

/

_' .

w (értex prefrontal

Ta i
10 Hipotalamo
Cuerpo amigdalino
AT Nucleo pretectal anterior
Sustancia gris central ,

Mesencéfalo —-\‘— \' A “/

= )

l

/’ Locus certleo
Nicleos del rafe <J
\
R \. e
> Fibras decendentes noradrenérgicas
y serotoninérgicas

%

-+— Cordon lateral dorsal

Figura 1.4.1.2.4. Esquema del circuito de control descendente del dolor, donde se puede observar como
las principales aferencias a la médula espinal son monoaminérgicas (serotoninérgicas y
noradrenérgicas). Tomado de Schiinke et al., 2015.
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4.1.1.3. Alteraciones del procesamiento del dolor en el sindrome de fibromialgia

El dolor crénico generalizado es la caracteristica predominante del sindrome de
fibromialgia (FMS). Durante afos, las personas con dolor por FMS han sido cuestionadas,
negada su condicién de enfermos, cuando no criticadas, e incluso, objeto de burla. La
principal razon de esta reaccion de profesionales de la salud, familia y amigos ha sido
qgue, en muchas ocasiones, la Unica sintomatologia de estos pacientes era el dolor
cronico generalizado. El dolor es comun en la poblacion general, en casi cualquier edad,
por lo que las personas que se quejan con frecuencia de dolor son consideradas
indebidamente “sensibleras, quejicas, adictas a los medicamentos, o buscadores de una
ganancia secundaria”... Sin embargo, nadie puede sentir el dolor ajeno, de la misma
forma que la ciencia médica nunca ha dispuesto de un instrumento que pudiera
documentar u objetivar la severidad del dolor experimentado. El dolor del FMS ha sido,
es, y probablemente siempre serd, subjetivo. A pesar de todo ello, el empefio de los
investigadores por entender el FMS ha contribuido de forma singular a la comprension

cientifica del procesamiento del dolor en general (Russell, 2013).

El dolor del FMS es variable, su localizacidn y su intensidad cambian a lo largo del
tiempo y durante el transcurso de la enfermedad. No hay pruebas o signos/sintomas
especificos o patognomoénicos del FMS. De hecho, el FMS ha llegado a ser calificado
como “la medicalizacién de la miseria” por Hadler en un representativo editorial en The
Jounal of Rheumatology (2003), que puede servir de ejemplo de la controversia que ha
acompafiado a este sindrome doloroso desde sus primeras descripciones a principios
del s.XX, cuando se le llamé fibrositis, en un intento de reflejar en el nombre el papel
significativo que entonces se pensaba debia tener la inflamacidon periférica en la
patogénesis de este sindrome, que se describia como una especie de lumbago
persistente. Ni el cambio definitivo del nombre por el de FMS, introducido por Hench en
1976, ni el establecimiento, en 1990, por parte del American College of Rheumatology
de unos criterios diagndsticos para su clasificacién basados en amplios estudios clinicos

multicéntricos, han evitado que la polémica sobre su reconocimiento como entidad
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patoldgica persista hasta practicamente nuestros dias (Ehrlich, 2003; Gordon, 2003;

Inanici y Yunus, 2004; White, 2004; Russell, 2013; Chinn et al., 2016).

Actualmente, sin embargo, tras un nuevo aval en 2010 del American College of
Rheumatology a la revisién y actualizacion de los criterios diagndsticos de FMS (Wolfe
et al., 2011; Wolfe et al., 2010), existen cada vez menos dudas de que el FMS es uno de
los trastornos con dolor crénico generalizado mds comun. Evidencias procedentes tanto
de estudios preclinicos como de estudios clinicos apuntan a que este dolor crénico
generalizado del FMS es de origen neurogénico: el dolor parece el resultado de un
desequilibrio neuroquimico a nivel, principalmente, del sistema nervioso central, que
conduce a un procesamiento anormal del dolor, caracterizado por alodinia e

hiperalgesia (Clauw et al., 2011; Petersel et al, 2011).

La hiperalgesia y cierto grado de alodinia son sintomas frecuentes de
enfermedad y pueden ser Utiles adaptaciones para una mejor proteccidon de tejidos
vulnerables. El aumento de la sensibilidad al dolor puede, sin embargo, persistir mucho
después de que la causa inicial del dolor haya desaparecido. En ese caso, el dolor ya no
es un sintoma sino que se convierte en una enfermedad en si mismo. Los cambios en el
procesamiento de las sefiales dolorosas por parte del sistema nervioso pueden
contribuir, o incluso llegar a ser la Unica causa, de la aparicidon de hiperalgesia y de

alodinia.

En 2008, la Asociacién Internacional para el Estudio de Dolor (IASP) publicé
nuevas definiciones de diferentes términos técnicos, entre los que se encontraban la
alodinia y la hiperalgesia (Sandkihler, 2009):

-La alodinia fue definida por la IASP como “Dolor en respuesta a un estimulo no-
nociceptivo”. Es decir, un aumento de sensibilidad a estimulos que normalmente no son
dolorosos en el paciente sano control, pero que en el paciente enfermo provoca que los
perciba como dolorosos. El grupo de trabajo de la IASP afiadio a este término el siguiente
comentario: “Este término sélo se debe utilizar, cuando se sabe que el estimulo probado

no es capaz de activar los nociceptores. Actualmente, los Unicos estimulos aceptados
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gue provocan alodinia tactil dinamica son los que producen una ligera friccién, por
ejemplo, el cepillado de la piel. Seguramente, las investigaciones futuras pueden
presentar evidencias de otros tipos de alodinia, pero hasta entonces, siempre que no
esté claro si el estimulo probado puede o no activar los nociceptores, el término
preferido es el de hiperalgesia”.

-La hiperalgesia, por su parte, fue definida por la IASP como “Un aumento de la
sensibilidad al dolor”. Es decir, un aumento anormalmente exagerado de la respuesta a
un estimulo normalmente doloroso. El grupo de trabajo de la IASP también afiadid en
este término un comentario: “La hiperalgesia puede incluir tanto una disminucién en el
umbral a partir de cual aparece la respuesta, como un aumento en el umbral maximo
(supraumbral) hasta el que todavia se obtiene respuesta. En muchos casos puede ser
dificil de saber si el estimulo probado es capaz o no de activar los nociceptores. Por lo
tanto, es util tener un término genérico (hiperalgesia) para todos los aumentos de la

sensibilidad al dolor”.
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Figura 1.4.1.3.1. Representacion grdfica de las nuevas definiciones de alodinia e hiperalgesia
introducidas en 2008 por el grupo de trabajo de la IASP. Tomado de Sandkiiler, 2009.
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En los ultimos afios ha crecido de forma exponencial el nimero de trabajos
publicados que apoyan la teoria de que el proceso que subyace tras este procesamiento
anormal del dolor del FMS es la amplificacion central de la percepcion del dolor (Petersel

et al., 2011).

La amplificaciéon central del dolor supone una disfuncién en el procesamiento
central de dolor. El origen de este proceso de amplificacién del dolor no se conoce
completamente, pero si es cierto que es multifactorial. Es probable que participen
factores periféricos, pero la mayor parte de las investigaciones actuales sugieren un
componente central preeminente, en gran medida independiente de la entrada

nociceptiva periférica (Clauw et al., 2011).

En el procesamiento normal del dolor, la percepciéon del dolor depende del
correcto funcionamiento no soélo de la via ascendente del dolor, sino también de la
descendente. En los pacientes con FMS, ambas vias del dolor funcionan anormalmente:
se produce un incremento de la excitabilidad de las neuronas centrales que forman
parte de la via ascendente del dolor y una reduccion de los mecanismos inhibitorios del
dolor en las vias descendentes. Estudios sobre el umbral de dolor muestran que los
pacientes con FMS perciben el dolor a umbrales mas bajos que los controles sanos. Del
mismo modo, estudios de neuroimagen demuestran que el flujo sanguineo cerebral en
los pacientes con FMS se incrementa en las dreas cerebrales asociadas al procesamiento
del dolor ante menores presiones nociceptivas que en los controles sanos (Chinn et al.,

2016; Clauw et al., 2011; Petersel et al., 2011).

Los pacientes con FM muestran cambios en los niveles de neurotransmisores y
receptores asociados con un aumento de la sefializacién ascendente (pro-nociceptiva) y
una disminucién de las vias de sefializacion descendente (antinociceptiva) (Petersel et

al., 2011).
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En relacion a la actividad de las vias ascendentes, el aumento de los niveles en el
liquido cefalorraquideo de neurotransmisores que generalmente actuan incrementando
el impulso ascendente, indican una mayor sefializacién ascendente, pronociceptiva.
Estos neurotransmisores pronociceptivos, entre los que se incluyen la sustancia P, el
factor de crecimiento nervioso y el factor neurotréfico derivado del cerebro, se hallan
en niveles mas altos (hasta del doble o del triple) en el liquido cefalorraquideo de los
pacientes con FMS que en los controles sanos (Chinn et al., 2016; Clauw et al., 2011;

Giovengo et al., 1999; Laske et al., 2007; Petersel et al., 2011).

Ademads, los niveles de glutamato y otros aminodcidos excitadores han
demostrado ser elevados, tanto en el LCR como en el cerebro de personas con FMS. El
glutamato actua sobre los receptores N-metil-D-aspartato (NMDA) produciendo un
aumento del dolor por el fendmeno de potenciacién o “wind up”, un fenémeno por el
que después de repetidas estimulaciones dolorosas se produce un aumento progresivo
de la amplificacion central del dolor, lo que provoca una mayor hiperalgesia y alodinia

(Clauw et al., 2011; Petersel et al., 2011; Yunus, 2007).

En los pacientes con FMS, la actividad de las vias descendentes antinociceptivas
se reduce. Una de las vias inhibitorias descendentes se origina en el nucleo del rafe
magno y otros nucleos adyacentes de la porcidn rostral y ventromedial del bulbo
raquideo (RVM). Son nucleos serotoninérgicos que hacen sinapsis en la médula espinal
para inhibir la transmision dolorosa en el asta dorsal. Una segunda via se origina en el
locus coeruleus o area A6, situado en el tegmento posterior dorsolateral del tronco del
encéfalo. Es el principal nldcelo noradrenérgico. Sus neuronas también envian senales
inhibitorias al asta posterior de la médula espinal. El analisis del liquido cefalorraquideo
de pacientes con FMS ha encontrado de forma consistente niveles de los metabolitos
de la serotonina y la noradrenalina disminuidos (Russell et al., 1992; Legangneux et al.,

2001; Chinn et al., 2016; Clauw et al., 2011).

En conclusién, el anormal comportamiento de los circuitos encargados del

procesamiento del dolor en los pacientes con FMS, es debido a distintos factores, entre
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los que figuran algunas contribuciones dependientes de mecanismos periféricos, pero
fundamentalmente a un mecanismo de amplificacién central del dolor, en el que se
produce una combinacién de aumento de la facilitacion del dolor y disminucién de la

inhibicién del mismo.

Ascending // l } Descending
pathway/ ( X pathway/
facilitation S inhibition

* Substance P * Descending anti=

» Nerve growth factor nociceptive pathways
* Norepinephrine
* Serotonin (5HT,, )

* Dopamine

* Glutamate

Figura 1.4.1.3.2. Esquema de las vias anatdmicas afectadas en el FMS. Tomado de Clauw et al., 2011.

1.4.2. Principales sintomas comarbidos

Como ya hemos comentado anteriormente, el FMS es un sindrome que esta
caracterizado por la presencia de dolor generalizado e hipersensibilidad no motivada
por alteraciones periféricas. Ademas de ello, el FMS se presenta con una serie de
sintomas comérbidos que repercuten severamente en la calidad de vida de las personas
y la convierten en una patologia severamente incapacitante (Bellato et al., 2012; Wolfe
etal., 2013; Russell, 2013). En la figura 1.4.2.1 se muestra una relacion de los principales
sintomas que suelen coexistir en el FMS y la frecuencia en la que suelen presentarse en

los pacientes.
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Table 48-2 Frequency of Common Clinical

Manifestations of Fibromyalgia Syndrome
CLINICAL FEATURES AND ASSOCIATED

SYMPTOMS PREVALENCE
Widespread pain 100%
Peripheral pain generators 70%

Sleep disorder 90%
Fatigue 80%
Depression: point prevalence 20-40%
Depression: lifetime prevalence 58-71%
Irritable bowel syndrome 30-50%
Irritable bladder syndrome 12%
Urinary urgency 60%
Headache: severe muscle contraction type Often
Cold intolerance Often
Cognitive deficits Often
Palpitations, chest wall pain mimicking angina pectoris Often
Morning stiffness Often
Dizziness and lightheadedness Occasional

Figura 1.4.2.1. Frecuencia de aparicion de los principales sintomas comdrbidos relacionados con el FMS.
Tomado de Russell, 2013.

A continuacidén se describen algunos de los principales sintomas presentes en el
FMS, las bases anatdomicas vy fisiolégicas de los mismos que podrian explicar la elevada
prevalencia en la que se presentan en el FMS y sus caracteristicas e impacto sobre la

calidad de vida de los pacientes.

1.4.2.1. Sintomas depresivos

La depresion se ha descrito por la humanidad durante varios milenios. El término
melancolia (que significa bilis negro en griego) fue utilizado por primera vez por
Hipdcrates alrededor del 400 aC. La mayoria de los principales sintomas de la depresion
observados hoy fueron reconocidos en la antigliedad, asi como las contribuciones de las
predisposiciones innatas y los factores externos que causan la enfermedad. De hecho,
las similitudes entre las descripciones antiguas de la depresién y las de la era moderna
son sorprendentes; sin embargo, no fue hasta la mitad del siglo XIX que el cerebro se
convirtié en el foco de los esfuerzos para comprender la fisiopatologia de este trastorno

(Akiskal y McKinney, 1973; Nestler et al., 2002).
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1.4.2.1.1. Bases anatomicas de la depresion

Tradicionalmente se pensaba que los estados de animo como la depresién
estaban asociados Unicamente al sistema limbico; no obstante, hoy existe abundante
evidencia de que también participan estructuras no limbicas. Las bases anatdmicas y
fisioldgicas de la depresidn son objeto de activa investigacion de la que se puede concluir
que las areas mds probablemente involucradas son las estructuras limbicas (cortex
cingulado, hipocampo, cuerpos mamilares y tdlamo anterior), los circuitos de
recompensa (nucleo accumbens, sublenticular, amigdala, tegmento ventral, insula,
tdlamo, giro parahipocampico y corteza prefrontal), el hipotdlamo y la corteza temporal

anterior (Hanff et al., 2010; Kalia, 2005; Nestler et al., 2002).

Los estudios mediante tomografia por emisién de fotones unicos (SPECT) y por
emision de positrones (PET) han demostrado una disminucién global del metabolismo
cerebral, mds marcado en las regiones frontales, especialmente en la corteza prefrontal
medial y dorsolateral, los ganglios basales y la corteza cingulada. No obstante, el flujo
sanguineo y el metabolismo parecen estar aumentados en zonas de la corteza

orbitofrontal y de la amigdala (Brendel et al., 2016; Huebl et al., 2016; Kim et al., 2016).

Depressed Not depressed

Figura 1.4.2.1.1.1. Tomografia por emision de positrones en un paciente sano respecto a un paciente con
depresion. Tomado de la web de la Clinica Mayo.
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Desde distintas corrientes psicolégicas se han desarrollado a lo largo de las
ultimas décadas diferentes teorias explicativas sobre la depresidn, entre las que
destacan la teoria conductista de la disminucion del refuerzo positivo o las teorias
cognitivas de la indefension aprendida y la de Beck. Los modelos conductuales sugieren
que la depresién es fundamentalmente un fendmeno aprendido relacionado con las
interacciones negativas y su entorno. Por otro lado, las teorias cognitivas consideran que
la interpretacion del sujeto sobre un suceso es mas importante que el suceso en si
mismo. De esta forma, la percepcidon errénea de uno mismo, de los otros o de los
sucesos puede dar lugar a un trastorno depresivo (Akiskal y McKinney, 1973; Nestler et

al., 2002).

Durante la segunda mitad del siglo XX se realizaron numerosos avances en el
estudio de las bases neurobioldgicas y quimicas de la depresidn. Por un lado, se encontré
que los farmacos que causan deplecion de monoaminas cerebrales (por ejemplo, la
reserpina antihipertensiva) producian depresion en pacientes sin antecedentes
psiquidtricos. Por otro lado, se observd que los agentes que alteran el metabolismo de
las monoaminas, como los inhibidores de la monoamino oxidasa (IMAQ) y los farmacos
triciclicos, aliviaban los sintomas depresivos. Estos hechos llevaron a principios de los
afios sesenta del siglo pasado a sugerir de la hipdtesis monoaminérgica de la depresiéon

(Akiskal y McKinney, 1973; Elhwuegi, 2004; Kalia, 2005; Nestler et al., 2002).

La hipdtesis monoaminérgica de la depresién defiende que su origen
neurobioldgico esta relacionado con una disminucién de las monoaminas en el sistema
nervioso central. Esta hipodtesis de la depresion ha sido cuestionada por algunos autores
como excesivamente simplista en la descripcién de su patologia. Sin embargo, la
evidencia creciente muestra una fuerte relacion entre la desregulacién de las vias
neurales de aminas biogénicas y el desarrollo de trastornos del estado de animo, no
exclusivamente por la falta de neurotransmisores, sino debido a disfunciones complejas
derivadas de estas carencias (Akiskal y McKinney, 1973; Elhwuegi, 2004; Fuchs y Flugge,
2004; Hamon y Blier, 2013; Hanff et al., 2010; Nestler et al., 2002).
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En la figura 1.4.2.1.1.2 se puede observar la conectividad de las neuronas
serotoninérgicas, noradrenérgicas y dopaminérgicas a través de los circuitos neuronales
descritos anteriormente. Las neuronas serotoninérgicas procedentes principalmente del
nucleo del rafe dorsal proyectan al caudado, putamen, globo palido, amigdala, cerebro
anterior y neocorteza limbica. El locus coeruleus, principal productor de noradrenalina,
proyecta sus axones al tegmento lateral del tronco cerebral, el hipocampo, amigdala,
corteza entorrinal, el tdlamo y corteza cerebral. El area tegmental ventral (VTA) proyecta
sus eferencias dopaminérgicas principalmente al nucleo accumbens y a la corteza
prefrontal, estructuras implicadas en el sistema de refuerzo (Akiskal y McKinney, 1973;
Elhwuegi, 2004; Fuchs y Flugge, 2004; Hamon y Blier, 2013; Hanff et al., 2010; Nestler et
al., 2002).
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Figura 1.4.2.1.1.2. Principales centros implicados en la depresion. Tomado de Nestler et al., 2002.
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1.4.2.1.2. Alteraciones depresivas en pacientes con sindrome de fibromialgia

La depresion es la comorbilidad psiquiatrica mas frecuente en pacientes con
FMS, con tasas de prevalencia que van desde 20% a 80%. Dentro de los pacientes con
FMS que no han sido diagnosticados formalmente de depresién mayor, un 40% presenta
sintomas depresivos, es decir, tienen ciertos sintomas caracteristicos de la enfermedad
pero no cumplen los criterios para su diagndstico (Aguglia et al., 2011; Buskila y Cohen,

2007; Fietta et al., 2007; Russell, 2013).

El DSM-V (Diagnostic and statistical manual of mental disorders, 52 edicidn),

establece los siguientes criterios para el diagndstico de la depresidn mayor:

A. Cinco (o mas) de los siguientes sintomas han estado presentes durante el mismo
periodo de 2 semanas, que representan un cambio respecto a la anterior, por lo
menos uno de los sintomas debe ser (1) estado de dnimo depresivo o (2) pérdida de
interés o placer. Nota: No incluir los sintomas que son claramente atribuibles a otra
condicidn médica.

1. Estado de animo depresivo la mayor parte del dia, casi cada dia segun lo
indica el propio sujeto (por ejemplo, se siente triste, vacio, sin esperanza) o
la observacion realizada por otros (por ejemplo, parece lloroso). (Nota: En
los nifios y adolescentes, el estado de animo puede ser irritable).

2. Marcada disminucion del interés o placer en todas o casi todas las
actividades, la mayor parte del dia, casi cada dia (segun refiere el propio
sujeto u observan).

3. Pérdida de peso significativa sin hacer dieta o ganancia de peso (por
ejemplo, un cambio de mas del 5% del peso corporal en un mes), o
disminucion o aumento del apetito casi todos los dias. (Nota: En nifios hay
que valorar el fracaso para hacer la ganancia de peso esperada).

4. Insomnio o hipersomnia casi todos los dias.

5. Agitacion o enlentecimiento psicomotores casi cada dia (observable por los
demas, no meras sensaciones de inquietud o de estar enlentecido).

6. Fatiga o pérdida de energia casi todos los dias.
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7. Sentimientos de inutilidad o de culpa excesivos o inapropiados (que pueden
ser delirantes) casi cada dia (no sélo remordimiento o culpa por estar
enfermo).

8. Disminucién de la capacidad para pensar o concentrarse, o indecisidn, casi
cada dia (ya sea una atribucién subjetiva o una observacion ajena).

9. Pensamientos recurrentes de muerte (no sélo temor a la muerte), ideacion
suicida recurrente sin un plan especifico o una tentativa de suicidio o un plan
especifico para suicidarse.

B. Los sintomas provocan malestar clinicamente significativo o deterioro en las areas
sociales, ocupacionales, u otras importantes del funcionamiento.

C. El episodio no es atribuible a los efectos fisiolégicos de una sustancia o a otra
enfermedad médica.

D. La aparicidn del episodio depresivo mayor no se explica mejor por un trastorno
esquizoafectivo, esquizofrenia, trastorno esquizofreniforme, trastorno delirante, u
otro del espectro esquizofrénico especificadas y no especificadas y otros trastornos
psicdticos.

E. Nunca ha habido un episodio maniaco o un episodio de hipomania. Nota: Esta
exclusién no es aplicable si todos los episodios maniacos o hipomania son inducidos
por sustancias o son atribuibles a los efectos fisiolégicos de otra enfermedad

médica.

Como se puede observar, la depresién mayor comparte con el FMS alguna
sintomatologia, como la presencia de fatiga o alteraciones del suefio, lo que por un lado
dificulta el diagndstico de depresion en los pacientes con FMS y hace necesario un buen
diagndstico diferencial (Veltri et al., 2012), y por otro lado, incita a pensar que estas dos
patologias comparten ciertas vias neurales en su etiopatogenia (Aguglia et al., 2011;

Alciati et al., 2012; Bernik et al., 2013; Goldenberg, 2010).

Las alteraciones monoaminérgicas podrian explicar la elevada prevalencia en
que el dolor y la depresion coexisten (Agliera-Ortiz et al., 2011; Arora et al., 2011;

Dunne y Dunne, 2012; Ohayon, 2009).
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Como ya hemos indicado, diversos estudios han demostrado una disminucion de
monoaminas centrales (dopamina, serotonina y noradrenalina) en el liquido

cefalorraquideo de pacientes con FMS (Legangneux et al., 2001; Russell et al., 1992).

Esta disminucidén de monoaminas en el sistema nervioso central provocaria:

-por una parte, la supresién de las vias descendentes inhibitorias del dolor y el aumento
de las vias facilitadoras ascendentes (fendmeno de sensibilizacién y amplificacion
central), responsable del dolor muscular generalizado caracteristicos de estos pacientes
(Becker y Schweinhardt, 2012; DeSantanay Sluka, 2012; Meeus y Nijs, 2006; Petersel et
al., 2011; Yunus, 2007).

-y por otra, por la hipdtesis monoaminérgica de la depresién se justificaria en estos
pacientes la aparicion de sintomas depresivos (Akiskal y McKinney, 1973; Elhwuegi,

2004; Hamon y Blier, 2013).

La interrelacion entre el FMS y los estados de dnimo depresivos es en ciertos
aspectos retroalimentativa. Las personas con FMS, debido a su dolor generalizado, la
fatiga o los problemas de suefio tienen malestar permanente y dificultades para realizar
las actividades de la vida diaria, lo que normalmente afecta a su calidad de vida y a sus
relaciones sociales, y esto repercute en su estado de animo (Jensen et al., 2010; Pae et
al., 2008; Soriano-Maldonado et al., 2015; Torta et al., 2014). Por otro lado, diversos
estudios muestran que las personas con FMS que tienen un estado de animo deprimido
presentan una mayor atencién hacia sus sintomas de dolor, pensamientos negativos
hacia la enfermedad, estados de alerta y estrés mantenidos y actitud catastrofista hacia
los eventos de la vida diaria, lo que a su vez, repercute en una disminucién de los
umbrales de dolor (Consoli et al., 2012; de Souza et al., 2014; Del Pozo-Cruz et al., 2015;
Gota et al., 2015; Lange y Petermann, 2010; Ucar et al.,, 2015; Van Houdenhove y
Luyten, 2006).
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1.4.2.2. Alteraciones del sueio

1.4.2.2.1. Bases anatomicas del suefio y la vigilia

El sueno se define en el laboratorio, tanto en seres humanos como en animales,
mediante el registro de la actividad del campo eléctrico de grandes grupos de neuronas
corticales y células musculares. De este modo, los electrodos colocados en los musculos
esqueléticos registran el EMG vy los electrodos cerebrales profundos se utilizan para
registrar la actividad de las areas cerebrales individuales o neuronas individuales. Estos
llamados registros polisomnograficos se utilizan para definir los estados del ciclo suefo-

vigilia (Puertas et al., 2015).

La teoria de Borbély (Borbély, 2009) propone un modelo de regulacion del
proceso de suefio- vigilia que contempla la influencia del proceso homeostatico (presién
para dormir en funcién de la duracién del periodo de vigilia previo) y del ritmo circadiano
(control del ciclo suefio-vigilia desde el nucleo supraquiasmatico, considerado el reloj

bioldgico interno).

~
Vigilia Suafio no REM Suafio REM

Figura 1.4.2.2.1.1. Esquema bdsico de los principales mediadores de la vigilia, el suefio no-REM y el
sueflo REM. Tomado de Puertas et al., 2015.

El suefio en mamiferos y aves puede dividirse en suefio REM y suefio no-REM,

gue a su vez se divide en tres fases: N1, N2 y N3 (Datta y Maclean, 2007; Espaiia y
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Scammell, 2004; 2011). Estos tipos de suefio se caracterizan electrofisioldogicamente de

la siguiente manera:

- Suefio no-REM: oscilaciones lentas (originadas a nivel cortical), husos de suefio
(originados en el nucleo reticular del tdlamo) y ondas delta (caracteristicas de la fase
N3, se originan a partir de circuiros interconectados entre el tdlamo y la corteza).

- Suefio REM: se caracteriza por abundante actividad cerebral de frecuencia mixta,
representativa de la desincronizacidn cortical originada a partir de actividad
colinérgica. Esta fase también se caracteriza por atonia muscular y presencia de

ondas theta.

El andlisis del suefio en animales, principalmente gatos y ratas, ha permitido
elaborar una clasificacién de cuatro fases del suefio: el suefio no REM 1 (NREM-1), el
sueiio no REM 2 (NREM-2), la transicidn entre suefio NREM y suefio REM (TS-R), y el
suefio REM (REM) (Datta y Hobson, 2000). Estas fases son comparables a las

encontradas en humanos (Datta y MaclLean, 2007; Puertas et al., 2015.

El suefio NREM se caracteriza porque durante esta etapa, la frecuencia del EEG
cortical disminuye progresivamente y se produce un aumento de su amplitud. Sin
embargo, la transicion desde la vigilia al suefio no es inmediata, de manera fisioldgica,
sino que existe una transicién de somnolencia. Por ello, en funcién de la base cortical
del EEG, el NREM se puede subdividir en NREM-1 (suefio ligero) y NREM-2 (suefio
profundo). EI NREM-1 es el comienzo del NREM, y durante esta fase aparecen los husos
tipicos del suefio que se registran en el EEG frontal cortical. La cantidad de NREM-1
registrado es insignificante en comparacion con NREM-2. Durante el NREM-2, los husos
de sueno desaparecen en el EEG frontal cortical, y estas ondas son mds lentas y de
mayor amplitud en comparacion con el NREM-1. El EEG cortical muestra en este estado
una predominancia de ondas de muy baja frecuencia (ondas lentas) y lentas, de
frecuencia delta (en conjunto, 0.3 a 3 Hz) y de gran amplitud (200-400 uV), con ausencia
de ondas P en el registro de campo (LPF) pontino (Datta y Hobson, 2000; Datta y
Maclean, 2007).
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El estado de transicion entre el NREM y el suefio REM es una etapa muy corta de
sueno al finalizar el NREM-2. Este estado siempre precede al inicio del suefio REM, pero
no siempre este estado es seguido por el suefio REM. El EEG cortical en este momento
del suefio, presenta una mezcla de ondas de baja amplitud (50-80 uV) y alta frecuencia
(15-25 Hz), y viceversa, de gran amplitud (200-300uV) y baja frecuencia (5-10 Hz). Las
ondas de frecuencia theta comienzan a aparecer en el EEG del hipocampo. Y ademas,
la amplitud del EEG pontino se incrementa en relacidn con la vigilia y el suefio de ondas
lentas. Las ondas P espigadas comienzan a aparecer en el EEG pontino (Datta y Hobson,

2000; Datta y MacLean, 2007).

Finalmente, el suefio REM se caracteriza por un EEG cortical con ondas de alta
frecuencia (20-40 Hz) y baja amplitud (50-80 uV), similar a la vigilia activa, por lo que ha
sido denominado también como suefio paradéjico. En el EEG del hipocampo sélo se
registran ondas de 5 a 7 Hz, es decir, ritmo theta. Las ondas P son mds frecuentes en el
EEG pontino con respecto al estado de transiciéon (Datta y Hobson, 2000; Datta y

MaclLean, 2007).

1.4.2.2.1.1. Circuitos requladores de la vigilia

La vigilia esta mediada por sistemas monoaminérgicos y colinérgicos:
-EL circuito monoaminérgico encargado del control de la vigilia se denomina sistema
reticular activador ascendente (SRAA) y comprende una serie de nucleos con
proyecciones monoaminérgicas localizados en el bulbo raquideo del tronco del encéfalo,
el mesencéfalo y el hipotdlamo posterior (Puertas et al., 2015). Los principales
poblaciones neuronales que componen este sistema son las neuronas noradrenérgicas
del locus coeruleus (LC), las neuronas serotoninérgicas del nucleo dorsal del rafe (DR),
las neuronas dopaminérgicas de la sustancia gris periacueductal ventral (vPAG) y las
neuronas histaminérgicas del nucleo tuberomamilar (TMN) (Fuller et al., 2011; Saper et
al., 2005; Puertas et al., 2015). Las neuronas del SRAA activan la corteza cerebral,

descargando a alta frecuencia durante la vigilia, lentificandose durante el suefio no-REM
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y mostrando escasa actividad durante el suefio REM.

-Las poblaciones colinérgicas que junto al SRAA regulan la vigilia se encuentran en el
area prefrontal basal, y en los nucleos pontinos tegmental laterodorsal (LDT) vy
pedunculopontino (PPT). Estas estructuras colinérgicas se encuentran muy activas
durante la vigilia y también durante la fase de suefio REM, a diferencia del SRAA (Puertas

et al., 2015).

Hypothalamus
Pons

Medulia

Figura 1.4.2.2.1.1.1. Esquema de los principales centros encargados de la vigilia. Tomado de Saper et al.,

2005.

Estos dos circuitos estan a su vez regulados por el sistema orexina/hipocretina,
encargado de estabilizar la vigilia al ejercer una accién activadora sobre el SRAA (de

Lecea et al., 1998; Mileykovskiy et al., 2005; Saper et al., 2005).

ARANTXA BLASCO SERRA TESIS DOCTORAL



INTRODUCCION L1

— Homeostasis

++ Ritmo circadiano Hipotalamo

posterior y lateral
(HCRT/ORX)

VLPO
(GABA/
galanina)

LC (NA)
TMN (HA)
DR (5-HT)

Vigilia < » Suefio

++ Ritmo circadiano
+++ Homeostasis
(adenosina)

Hipotalamo
posterior y lateral
(HCRT/ORX)

VLPO
(GABA/
galanina)

Vigilia < » Sueno

Figura 1.4.2.2.1.1.2. Esquema de los mediadores implicados en la alternancia entre suefio y vigilia,
también denominado sistema <<flip-flop>>. Tomado de Puertas et al., 2015.

1.4.2.2.1.2. Circuitos reguladores del suefio no-REM

El drea predptica ventrolateral (VLPO) es el principal centro responsable del
inicio del suefo. Esta area inhibe las estructuras implicadas con la vigilia mediante GABA
y galanina durante el suefio, y se encuentra inhibida durante la vigilia por las estructuras
monoaminérgicas implicadas en la misma (Espafia y Scammell, 2004; Saper et al., 2005;

Puertas et al.,2015).

El suefio no-REM se caracteriza electrofisioldogicamente por ondas lentas y husos
del suefio (sleep spindles). El tdlamo actla como un relevo de informacién hacia y desde

la corteza cerebral, y posee caracteristicas intrinsecas que le permiten generar algunos
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de los ritmos propios del suefio NREM. El tdlamo contiene neuronas de proyeccién
productoras de glutamato que relevan aferencias hacia la corteza y neuronas
gabaérgicas que inhiben a las glutamatérgicas de proyeccion, bloqueando de esta forma
la recepcidon de informacidn sensorial a nivel cortical. Estas neuronas gabaérgicas se
encuentran hiperpolarizadas durante el suefio NREM y presentan un patron de descarga
espontaneo ritmico que electrofi siolégicamente se traduce en husos de suefio (sleep

spindles) (Espafia y Scammell, 2011; Harrington y Lee-Chiong, 2012).

Figura 1.4.2.2.1.2.1. Principales centros reguladores del suefio no-REM. Tomado de Saper et al., 2005.
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1.4.2.2.1.3. Circuitos reguladores del suefio REM

Las vias anatdmicas implicadas en la regulaciéon del suefio REM no estdn
claramente establecidas y siguen siendo objeto de estudio en la actualidad, aunque
existe consenso en afirmar que dependen de la interaccidn entre dos sistemas de
nucleos pontinos denominados sistemas REM-on y REM-off (Espafia y Scammell, 2011;

Harrington y Lee-Chiong, 2012; Saper et al., 2005; Puertas et al., 2015).

El suefio REM comparte con la vigilia un aumento de la actividad colinérgica,
aunque difiere de la misma en la escasa activacién de los centros monoaminérgicos.
Los sistemas REM-on se encuentran en las neuronas colinérgicas de LDT y PPT,
encargadas de la desincronizacién cortical a través del talamo. Este sistema se encuentra
inhibido durante la vigilia por mediacion de la actividad de los nicleos monoaminérgicos
y del sistema orexina/hipocretina (Espafia y Scammell, 2011; Harrington y Lee-Chiong,

2012; Saper et al., 2005; Puertas et al., 2015).

Por otro lado, el sistema REM-off esta formado por los centros monoaminérgicos
involucrados en la vigilia, que al activarse inhiben al sistema REM-on, deteniendo el
suefio REM. Durante el suefio REM estos sistemas monoaminérgicos se encuentran
inactivos (Espafia y Scammell, 2011; Harrington y Lee-Chiong, 2012; Saper et al., 2005;
Puertas et al., 2015).

La atonia muscular de la musculatura estriada (excepto diafragma y musculos
motores oculares) se debe a la inhibicion que el nudcleo sublaterodorsal (SLD), que
activarian las neuronas del nucleo magnocelular a través del tracto tegmentorreticular.
Estas neuronas inhibirian mediante glicina las motoneuronas del asta anterior de la
médula espinal, produciendo la atonia. Nuevos hallazgos sugieren que las neuronas
secretoras de la hormona concentradora de melanina del hipotalamo lateral facilitarian
la actividad de las neuronas REM-on glutamatérgicas del nucleo sublaterodorsal (Espaiia
y Scammell, 2011; Harrington y Lee-Chiong, 2012; Luppi et al., 2013; Puertas et al.,
2015).
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REM Sieep Flip-Flop
REM-OFF REM-ON
————
VIPAG . SLD
Medial pontine
reticular formation
S '
Lateral ACH net m:\f Inhibltory
preoptic in forebrain | interneurons
area and pons y 1
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Tectum
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REMs

Figura 1.4.2.2.1.2.2. Principales centros implicados en el suefio REM. Elaborado a partir de los datos de
Lu et al., 2006.

1.4.2.2.2. Alteraciones del suefio en pacientes con sindrome de fibromialgia

Mas del 90% de los pacientes con FMS presentan alteraciones del suefo, entre
las que se incluyen la dificultad tanto para conciliar como para mantener el suefio
(Russell, 2013). Los pacientes con FMS normalmente perciben su suefio como no
reparador y pasan el dia en un estado de somnolencia permanente (Moldofsky, 2009;
Roehrs et al., 2013). Esta elevada prevalencia ha promovido que en los nuevos criterios
diagnésticos de la ACR se incluya el suefio no reparador como un sintoma a tener en

cuenta en el diagndstico (Wolfe et al., 2010).

Los pacientes con FMS sufren de una deficiente calidad del suefio.
Independientemente de su duracidén, el suefio es percibido como inquieto y no
reparador (Russell, 2013). Clinicamente, el suefio no reparador se correlaciona con la
severidad del dolor. Especificamente en pacientes con FMS, las alteraciones del suefio

estan fuertemente relacionadas con los sintomas somaticos, como el dolor generalizado
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y cronico (Branco et al.,, 1994; Diaz-Piedra et al., 2015; Roizenblatt et al., 2011;
Roizenblatt et al., 2001; Rosenfeld et al., 2015; Roth et al., 2016).

Los estudios electroencefalogréficos (EEG) de Moldofsky et al. muestran
intrusiones de ondas alpha durante el suefio de ondas lentas, principalmente durante el
estadio N2, en pacientes con FMS (Liedberg et al., 2015; Moldofsky, 2010; Roehrs et al.,
2013). Esta alteracidn no es exclusiva de los pacientes con FMS, pero estd presente en
un 60% de los pacientes estudiados, frente al 25% de pacientes que lo presentan en
otros tipos de insomnios (Russell, 2013). La duracién del estadio N1 del suefio aumenta
en estos pacientes, y tienen una actividad alpha aumentada durante los estadios N2 y
N3 durante los primeros dos ciclos del suefio. Estos autores propusieron que la presencia
de estas ondas tipicas de la vigilia durante el suefio de ondas lentas esta relacionada con
el suefio no reparador, la mialgia difusa y los sintomas en el estado de animo (Branco et
al., 1994; Diaz-Piedra et al., 2015; Moldofsky, 2008; Roizenblatt et al., 2001; Roizenblatt
et al., 2011; Rosenfeld et al., 2015; Roth et al., 2016). El estudio de Affleck et al. sugiere
gue los cambios en las ondas lentas se corresponden con el periodo de liberaciéon de la
hormona del crecimiento, lo que podria influenciar a la intensidad del dolor percibida

durante el dia (Affleck et al.1996).

La presencia de ondas alpha en el suefio lento es la alteracién mas destacada en
el suefio de los pacientes con FMS, pero también se han encontrado otras alteraciones,
como un aumento del nimero de cambios de estadios del suefio y aumento de la
percepcion del dolor asociado a una menor duracién de la fase N2 del suefio, y un mayor
numero de arousals durante el suefio (Branco et al.,, 1994; Diaz-Piedra et al., 2015;

Roizenblatt et al., 2001; Roizenblatt et al., 2011; Rosenfeld et al., 2015; Roth et al., 2016).

Moldofsky et al. también demostraron una mayor prevalencia en los pacientes
con FMS de interrupciones del suefio de ondas lentas, de alteraciones en la periodicidad
del suefio, de la frecuencia de alternancia de los patrones ciclicos, de apneas y de
movimientos periddicos de las extremidades. Ademas, estos pacientes tienen un suefio

fragmentado como resultado de la presencia de arousals periddicos durante el sueno,
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gue se correlacionan con la severidad de sus sintomas clinicos (Moldofsky, 1982; 2008;

2010; Marvisi et al., 2013).

Esta fragmentacién del suefio se debe principalmente a la presencia de las ondas
alfa en el suefo de ondas lentas previamente descrito y a un aumento de la actividad
motora durante el suefo (Roizenblatt et al., 2011). Ambas anormalidades producen
microdespertares (breves interrupciones del suefio que duran 5-19 segundos) que
aumentan el arousal durante el suefio y dificultan el descanso (Togo et al., 2010).
Ademas, en algunos pacientes con FMS se han descrito trastornos que provocan
fragmentacion del suefio como el Sindrome de Apnea del Suefio o los Movimientos

Periddicos de los Miembros (Russell, 2013; Marvisi et al., 2015).

1.5. HIPOTESIS SOBRE LA ETIOPATOGENIA DEL SINDROME DE
FIBROMIALGIA

En la actualidad, la etiopatogenia del FMS sigue siendo desconocida (Branco et
al., 2009; Bellato et al., 2012; Chinn et al., 2016), lo que dificulta en gran medida el
establecimiento de tratamientos especificos satisfactorios. Uno de los principales
problemas que se presenta en el estudio de etiopatogenia del FMS es la interrelacién
que existe entre algunos de sus principales sintomas (la deprivacion de suefio no REM
en personas sanas provoca clinica dolorosa similar al FMS, el dolor crénico puede
provocar sintomatologia ansiosa y depresiva, y a su vez estos pacientes suelen presentar
somatizaciones sobre el aparato locomotor; la serotonina es un neurotransmisor
implicado tanto en dolor como en depresidn, etc). La interrelacidon de estos factores
dificulta todavia mas crear relaciones de causalidad entre ellos y establecer un origen

(Villanueva y Valia, 2004).

A continuacidon se recogen algunas hipdtesis que diversos estudios han

planteado sobre la posible etiopatogenia del FMS.
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1.5.1. Alteraciones periféricas

A pesar de que los recientes estudios localizan la patogénesis del FMS en el
sistema nervioso central (Russell, 2013), en el inicio de la investigacién sobre este
sindrome diversas hipdtesis que describen posibles etiologias periféricas de esta

patologia.

Salemi et al. (2003) realizaron biopsias de piel en 53 pacientes con FMS y
encontraron células mononucleares y células similares a fibroblastos adyacentes a los
nociceptores de la piel que se marcaron positivas para citoquinas inflamatorias, lo que
sugiere el papel de la inflamacién neurogénica en la etiologia del FMS (Salemi et al.,
2003). Otros autores han encontrado evidencia de cambios en la morfologia de las
células de Schwann en la piel (Kim et al., 2008) y una alteracion del flujo sanguineo en

los musculos de los pacientes con FMS (Elvin et al., 2006; Mclver et al., 2006).

También se han descrito cambios morfolédgicos a nivel muscular probablemente
ligados al FMS denominados fibras “ragged-red”, “rubber band” y fibras apolilladas, que
orientaban hacia una causa muscular del proceso (Lindh et al., 1995). Ademas se
objetivaron cambios funcionales, sobre todo disminucion de fuerza muscular y cambios
tréficos. Un hallazgo frecuente es la dificultad de estos pacientes para relajar sus
musculos, lo que puede ser motivo de fatiga y dolor muscular, aunque no se han
demostrado cambios electrofisioldgicos que lo corroboren (Staud, 2011). Otros factores
que se han implicado son alteraciones a nivel de la microvascularizaciéon, con
disminucién de numero de capilares por centimetro cuadrado y disminucién de niveles
de enzimas oxidativas (Lindh et al., 1995), y disminucion de niveles de somatomedina C
(Neeck, 2002), que darian lugar a problemas isquémicos musculares sintomaticos.
Algunas investigaciones incluso relacionan traumatismos como factor desencadenante

de su desarrollo (Buskila et al., 1997).
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1.5.2. Alteraciones hormonales

Algunos estudios plantean como posible origen del FMS alteraciones a nivel del
eje hipotalamo-hipdfisis-suprarrenal, planteando algunos investigadores que el
desbalance a estos niveles podria justificar la teoria de “sindrome relacionado al estrés”
(Lyon et al., 2011), asi como alteraciones en neurotransmisores como péptido de
calcitonina, noradrenalina, endorfinas, dopamina, histamina y GABA, o elevados niveles
de hormona de crecimiento (Giovengo et al., 1999). Algunas investigaciones apoyarian
la hipdtesis de que la elevada actividad de hormona corticotropa determinaria muchos

sintomas del FMS y multiples alteraciones en los ejes hormonales (Neeck, 2002).

1.5.3. Alteraciones monoaminérgicas

En general, los expertos coinciden en que la sintomatologia de este sindrome
parece indicar que existe una sensibilizacion del Sistema Nervioso Central (Meeus y Nijs,
2006; Yunus, 2007). Tanto en estudios preclinicos como en estudios clinicos se
encuentra una amplificacidén central del dolor de estos pacientes, con una supresién de
las vias descendentes inhibitorias y un aumento de las vias facilitadoras descendentes
(Petersel et al., 2011; Smith et al., 2011; Chinn et al., 2016). Estos hallazgos podrian
explicarse tanto por el incremento de la sustancia P y del glutamato (Arora et al., 2011;
Legangneux et al., 2001; Lyon et al., 2011; Russell et al., 1992), como por la disminucidn
de la mayor parte de metabolitos de la serotonina, la noradrenalina y la dopamina
(Becker y Schweinhardt, 2012; Legangneux et al., 2001; Russell et al., 1992) observados
en el liquido cefalorraquideo de estos pacientes. En esta misma linea, estudios sobre
polimorfismo genético en la serotonina, la dopamina y la noradrenalina destacan la
importancia del papel que los sistemas monoaminérgicos juegan en la etiopatogénesis
del FMS (Buskila, 2009; Buskila y Cohen, 2007; Buskila y Sarzi-Puttini, 2006; Dadabhoy
et al., 2008; Lee et al., 2012; Short et al., 2009; Xiao et al., 2012). Ademas, como hemos
visto anteriormente, estos sistemas monoaminérgicos también estan implicados en la

regulacién del estado de animo y del suefio, lo que en parte explicaria la elevada
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frecuencia con que estos sintomas coexisten (Agiiera-Ortiz et al., 2011; Arora et al.,

2011; Dunne y Dunne, 2012; Ohayon, 2009; Paul-Savoie et al., 2012; Wood et al., 2009).

1.6. TRATAMIENTOS ACTUALES

Por todo lo mencionado hasta el momento el objetivo del tratamiento no es
curativo sino paliativo y deberia perseguir el maximo alivio sintomdatico teniendo en
cuenta la severidad y las consecuencias que los distintos sintomas tienen en el paciente
(Russell, 2013, Theoharides et al., 2015). En este sentido, el dolor del FMS, como en
todos los sindromes de dolor crénico, posee componentes tanto sensitivos afectivos y
cognitivos, y toda terapia exitosa debera abordar dichos aspectos. Actualmente se
considera que el mejor tratamiento debe llevarse a cabo desde un abordaje
multidisciplinar e individualizado, centrado en las necesidades de cada persona (O'Brien
etal., 2010). Se requieren multiples intervenciones para el tratamiento efectivo del FMS,
y pocos ensayos clinicos con agentes Unicos han obtenido resultados positivos, la
mayoria con efectos moderados y de duraciéon relativamente corta. Los tratamientos
del FMS con mayor evidencia cientifica podrian dividirse en 2 grandes grupos:

tratamientos farmacoldgicos y tratamientos no farmacolégicos.

1.6.1. Tratamientos farmacologicos

Actualmente no hay ningun farmaco aprobado por la Agencia Espafnola de
Medicamentos y Productos Sanitarios ni por la Agencia Europea de Medicamentos
(AEM) con indicacion especifica para el FMS (para revision ver el documento
Fibromialgia del Ministerio de Sanidad, Politica Social e Igualdad, 2011). La Food and
Drugs Administration (FDA) de Estados Unidos solo ha aprobado hasta la fecha la
duloxetina, la pregabalina y el milnacipram para el tratamiento del FMS; la sanidad de
Canadd solo ha aprobado el uso de duloxetina y pregabalina, mientras que la AEM no ha

aprobado ningln medicamento para esta patologia a dia de hoy (Chinn et al., 2016). En
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la figura 1.6.1.1 se muestran los farmacos mds empleados en la practica clinica para el

tratamiento del FMS:

Box 48-4 Medications Used for the Treatment
of Fibromyalgia Syndrome

Simple Analgesics

¢ Non-steroidal anti-inflammatory drugs (ibuprofen,
naproxen)

e Acetaminophen

Composite Analgesics
e Tramadol

Biogenic Amine Agonists and Antagonists

e Tricyclic antidepressants (amitriptyline, nortriptyline,
doxepin, cyclobenzaprine)

» Selective serotonin reuptake inhibitors (fluoxetine,
citalopram, sertraline, paroxetine)

e Balanced serotonin and noradrenaline reuptake
inhibitors (duloxetine)

¢ Noradrenaline-enhanced and serotonin reuptake
inhibitors (milnacipran)

e Serotonin receptor antagonists (tropisetron)

e o,-Adrenergic (tizanidine)

e 5-Hydroxytryptophan

Anticonvulsants
e Gabapentin, pregabalin

Hypnotics

e Antihistamines

e Zolpidem, zaleplon
e Sodium oxybate

Muscle Relaxants
e Benzodiazepines (clonazepam, alprazolam)
e Others (carisoprodol, methocarbamol, baclofen)

Local Anesthetics
¢ Lidocaine (lignocaine) or bupivacaine injections

Neurotransmitter Receptor Antagonists

e NMDAreceptorantagonist(ketamine, dextromethorphan)
e NK1 receptor blockade antagonists

Figura 1.6.1.1. Principales farmacos empleados en el tratamiento del FMS. Tomado de Russell, 2013.
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A continuacidn se describen los resultados que los principales tipos de farmacos
han tenido tanto en la practica clinica como en la investigacidn basica en el tratamiento

del FMS:

1.6.1.1. Analgésicos

Aunque parezca evidente el tratamiento farmacolégico con analgésicos para
pacientes con FMS, su eficacia resulta muy limitada, y sélo resulta levemente efectiva
en periodos en los que los pacientes tienen una sintomatologia leve de dolor (Russell,
2013). El paracetamol ha sido ampliamente usado por pacientes con FMS,
principalmente por el facil acceso a este farmaco y su relativa seguridad, pero rara vez
ha sido prescrito por facultativos y ha tenido una eficacia muy reducida. El uso de
antiinflamatorios como los glucocorticoides o AINEs ha demostrado no ser efectivo para
el tratamiento del FMS, y los expertos no recomiendan su utilizacion (Sarzi-Puttini et al.,

2016).

El uso de opioides ha mostrado ser efectivo para reducir el dolor generalizado en
los pacientes con FMS, pero no ejerce efectos sobre el resto de sintomas presentes en
este sindrome, excepto de los derivados de su efecto psicotrépico. Existe controversia
respecto al uso de opioides para el tratamiento del FMS debido a sus efectos adversos,
como la afectacion que producen en el sistema digestivo, la elevada tolerabilidad y la
adiccién que genera. En general, los expertos no recurren al uso de estos farmacos para
tratar el FMS porque consideran que los beneficios no superan los inconvenientes que

generan (Ngian et al., 2011; Russell, 2013).

El tramadol, un agonista opioide débil que posee ademdas acciones
serotoninérgicas y noradrenérgicas, resulta eficaz en pacientes con FMS y dolor ligero

a moderado (Kaneko et al., 2014; Russell et al., 2000).
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1.6.1.2. Antidepresivos

Diversos estudios que analizan la eficacia de los antidepresivos en el FMS los una
de las alternativas terapéuticas mas eficaces (Forte et al., 2015). En un metaanalisis
realizado por Haliser et al.,, en 2009 en el que recogian los estudios que habian
comparado la eficacia de los antidepresivos frente a placebos, concluyeron que existe
una sélida evidencia de que los antidepresivos en la reducen del dolor, las alteraciones
del suefio, la depresién y la calidad de vida de los pacientes con FMS (Hauser et al.,

2009).

Tras analizar de forma independiente la eficacia de los antidepresivos mas
estudiados en el tratamiento del FMS, llegan a las siguientes conclusiones: (1) la
amitriptilina tiene un gran efecto sobre la fatiga y las alteraciones del suefio (Moret y
Briley, 2006); (2) los inhibidores selectivos de la recaptacion de serotonina han mostrado
ser menos efectivos para el sintoma de dolor (Arnold et al., 2002); (3) los inhibidores
mixtos de la recaptacion de serotonina y noradrenalina demostraron una eficacia leve
en la reduccion del dolor, las alteraciones del suefio y la depresion (Smith et al., 2010);
(4) en los escasos ensayos clinicos realizados con inhibidores de la monoaminooxidasa,
se mostrd una reducciéon moderada de la sintomatologia del dolor (Bellato et al., 2012;
Forte et al., 2015). Algunos antidepresivos como el citalopram y la nortriptilina no

demostraron tener una eficacia superior al placebo (Hauser et al., 2009).

La literatura ha encontrado que los inhibidores de la recaptacion de serotonina,
y en particular aquellos que poseen un componente noradrenérgico (duloxetina,
venlafaxina, nefazodona, bupropion), parecen ser mas eficaces en el alivio de los

sintomas del FMS (Arnold, 2006; Lunn et al., 2014; Palmer et al., 2010).
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1.6.1.3. Anticonvulsivantes

Los agentes antiepilépticos tales como la gabapentina, topiramato o pregabalina
pueden reducir el dolor en el FMS (Bellato et al., 2012; Russell, 2013; Forte et al., 2015).
Dentro de este grupo de farmacos, la pregabalina ha sido cada vez mas utilizada en el
tratamiento del FMS (Boomershine, 2010; Chinn et al., 2016; Forte et al., 2015). La
potente unidn de la pregabalina a la subunidad alfa,-delta de los canales de calcio voltaje
dependientes provoca una inhibicidén de la funcion de los canales de calcio presinapticos
y, por consiguiente, de las corrientes de calcio. Esta inhibicién de la funcién de los
canales de calcio provoca una reduccion de la transmision excitadora a nivel de la
médula espinal, que seria el mecanismo por el que la pregabalina consigue producir un
efecto antihiperalgésico en pacientes con FMS (Bauer et al., 2009; Bauer et al., 2010).
Estudios randomizados, a doble ciego y con grupo placebo han demostrado que la
pregabalina a dosis de 450 mg/dia es eficaz en el tratamiento del FMS reduciendo los
sintomas del dolor, los trastornos del suefio y la fatiga asociada, comparado con grupo

placebo (Boomershine et al., 2010; Forte et al., 2015).

1.6.2. Tratamientos no farmacoldgicos

Dentro de las terapias no farmacoldgicas para el tratamiento del FMS existen
infinidad de procedimientos y técnicas que se han demostrado eficaces en la reduccion
de la sintomatologia del FMS, aunque siempre como coadyuvantes a los tratamientos
farmacoldgicos (Sumpton y Moulin, 2008). Estas técnicas se basan principalmente en
terapias corporales o psicolégicas que ensefan al paciente a convivir con el FMS vy
reducir las cogniciones negativas que los pacientes tienen sobre su enfermedad, ayudan
a mejorar las condiciones fisicas de los pacientes y proporcionan un entorno que
favorece la socializacion y la vida sana. Algunos estudios hacen sugieren que la
estimulacion transcraneal no invasiva produciria resultados positivos sobre el FMS

(Short et al., 2009). De entre las practicas mdas empleadas, destacan las tablas de
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ejercicio fisico, el yoga, el pilates, técnicas de relajacion, terapia de grupo, dietas

saludables, acupuntura, masajes....(Chinn et al., 2016; Lauche et al., 2015).

A continuacién destacamos algunos de los abordajes no farmacolégicos que han

mostrado tener una mayor eficacia sobre la mejora de la sintomatologia del FMS.

1.6.2.1. Ejercicio fisico

El ejercicio fisico, tanto en forma de ejercicio aerébico, entrenamiento en
resistencia o en flexibilidad ha demostrado ser beneficioso para paliar los sintomas del
FMS (Bellato et al., 2012; Chinn et al., 2016). Diversos estudios han demostrado que el
ejercicio aerdbico en pacientes con FMS reduce el dolor, la fatiga, la depresién vy las
limitaciones en la realizacion de las tareas de la vida diaria (Bellato et al., 2012; Chinn et

al., 2016).

Esta mejora en la sintomatologia podria estar mediada por las evidencias
halladas en la investigacion del deporte y la actividad fisica que demuestran que el
ejercicio aerdbico regular de intensidad moderada aumenta los niveles de serotonina en
el sistema nervioso central, produce liberacién de endorfinas enddgenas y y tiene
influencia sobre el eje hipotalamo-hipofiso-adrenal (HHA), disminuyendo los niveles

plasmaticos de cortisol (Russell, 2013; Kumar, 2015).

Ademas de estas implicaciones fisiolégicas, la practica regular de ejercicio evita
el circulo vicioso entre el dolor, los trastornos psicolégicos y la inactividad comunes en
los pacientes con FMS. Mientras que la fatiga subyacente, el dolor o la depresion pueden
contribuir a estilos de vida sedentarios y la baja aptitud fisica, varios estudios han
demostrado que las personas con FMS son capaces de realizar ejercicio aerébico de
intensidad moderada, ejercicios de fortalecimiento y flexibilidad (Safiudo et al., 2010;
Russell, 2013; Chinn et al., 2016). Sin embargo, para que este ejercicio sea eficaz, tiene
que ser cuidadosamente prescrito y controlado. La intensidad del ejercicio debe ser tal

gue pueda derivar en efectos positivos del entrenamiento, pero no tan elevada como
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para incrementar los sintomas. Conseguir que los pacientes con FMS inicien y
mantengan un programa de ejercicio fisico sigue siendo un reto (Safiudo et al., 2010;

Russell, 2013).

1.6.2.2. La terapia de cognitivo-conductual (TCC) y los modelos psicoeducativos

Dentro de las terapias cognitivo-conductuales, son distintas las estrategias que
han mostrado eficacia en el tratamiento del dolor por FMS, entre ellas, la
reestructuracidn cognitiva, la redefinicion de objetivos, el control de la autoexigencia, el
fomento de la independencia emocional, la programaciéon gradual de ejercicio, la
redistribucion de los esfuerzos fisicos, la planificacién de actividades placenteras,
biofeedback o la utilizacidon de técnicas de relajacién y de control de estrés (Villanueva

et al., 2004; Russell, 2013).

Desde la terapia cognitivo-conductual se pretende dotar a las personas con FMS
de estrategias para que puedan ejercer control sobre sus vidas, manteniendo la mayor
funcionalidad posible. Para ello, los programas cognitivo-conductuales incluyen una
parte psicoeducativa y otra en entrenamiento en la adquisicién y mejora de habilidades
de afrontamiento del dolor y sus consecuencias. La parte educativa resulta sumamente
importante porque sirve, entre otras cosas, para ajustar las expectativas del enfermo a
su situacion y posibilidades de accidn, ademas de que resta ansiedad en el manejo del
problema. En esta parte debe quedar claro cdmo se establecen relaciones funcionales
entre los diferentes elementos del comportamiento de la persona con dolor y cémo esta

persona puede ser motor y agente de cambio (Villanueva et al., 2004; Russell, 2013).

1.6.2.3. Mindfulness

El mindfulness o atencidn plena se conceptualiza como aquella habilidad que
consiste en "centrar la atencidn de un modo intencional: en un objeto, en el momento
presente, y sin juzgar" (Quintana y Rincén, 2011). El Doctor Jon Kabat-Zinn de la

Universidad de Massachussets, desarrollé el mindfulness-Based Stress Reduction

TESIS DOCTORAL ARANTXA BLASCO SERRA



62 INTRODUCCION

(MBSR) que constituye un protocolo terapéutico cuya eficacia en la reduccion de estrés
ha sido empiricamente validado en numerosos estudios (lvanovski y Malhi, 2007;

Praissman, 2008).

El entrenamiento en mindfulness ha demostrado ser beneficioso para pacientes
con FMS. Concretamente, diversos autores han comprobado que tras la aplicaciéon del
MBSR se conseguia incrementar el bienestar psicolégico de las pacientes (Rosenzweig
et al., 2010), paliar la sintomatologia depresiva (Sephton et al., 2007), reducir el dolor y
mejorar el funcionamiento fisico de las mismas (Astin et al., 2003). Otros estudios han
puesto de manifiesto que el entrenamiento mediante el MBSR de este tipo de pacientes,
conseguia reducir significativamente diversas variables tales como la calidad de vida, el
nivel de dolor percibido o las estrategias de afrontamiento del dolor empleadas,
siguiendo un disefio cuasi-experimental con un grupo control de comparacién

(Grossman et al.,2007).

1.7. NECESIDAD DE AVANCES EN EL CONOCIMIENTO DEL SINDROME DE
FIBROMIALGIA

La falta de plena comprensién de la patogénesis de la fibromialgia dificulta tanto
el manejo de estos pacientes como el avance en la investigacion de nuevos
tratamientos. Mejorar nuestros conocimientos sobre los mecanismos que subyacen al
origen y mantenimiento de los sintomas expresados en la fibromialgia es fundamental
para el desarrollo de estrategias terapéuticas mas especificas y eficaces para este

sindrome.

1.7.1. Importancia de modelos animales en investigacion

El animal de laboratorio es una de las piezas fundamentales en las ciencias

biomédicas. Son usados como modelos para investigar y comprender las causas,
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diagnéstico y tratamiento de enfermedades que afectan al ser humano y a los propios
animales. Pero también son importantes sus aportes en la docencia biolégica y en el
desarrollo, produccién y control de medicamentos, alimentos y otros insumos, donde
en muchos casos hasta la fecha son insustituibles (Belzung y Lemoine, 2011; Cryan y

Sweeney, 2011; Green et al., 2012; Mogil et al., 2010; Nestler y Hyman, 2010).

Salvadas todas las cuestiones de caracter ético y moral, el principal
inconveniente de la experimentacién en animales es su incapacidad para comunicar
verbalmente sus experiencias subjetivas. Los humanos, mediante el habla o Ia
comunicacion escrita pueden proporcionar en la investigacion un acceso relativamente
rapido y directo de sus percepciones, sensaciones y sentimientos, constructos que en
animales deben ser inferidos a través del registro y andlisis de su conducta observable.
De la misma forma, los humanos son capaces de seguir instrucciones complejas de
forma rapida y facil, lo que facilita su exploracién y la consecucidon de distintos

procedimientos para los cuales los animales deben ser entrenados o anestesiados.

Tanto los trastornos de indole afectivo como los cuadros de dolores complejos
en sujetos humanos van acompafiados de contenido personal y autobiografico que
modulan la experiencia perceptiva de su dolencia. En animales no es posible captar este
tipo de vivencias, pero por otro lado, se pueden controlar la mayoria de variables
ambientales, e incluso genéticas, que pueden interferir en sus experiencias perceptivas,
lo que nos permite obtener una homogeneidad entre sujetos que aumenta la
objetividad del estudio (Belzung y Lemoine, 2011; Cryan y Sweeney, 2011; Green et al.,
2012; Mogil et al., 2010; Nestler y Hyman, 2010).

En cualquier caso, los modelos animales ofrecen en la actualidad una
caracterizacidon neuroquimica, anatdmica, fisioldgica y electrofisioldgica de las distintas
condiciones patoldgicas humanas que no es posible alcanzar con las técnicas disponibles

en la investigacién con sujetos humanos.

TESIS DOCTORAL ARANTXA BLASCO SERRA



ol INTRODUCCION

1.7.2. Modelos animales de fibromialgia

Disponer de un modelo valido de FMS en animales de experimentacién es, por
tanto, fundamental para avanzar en el conocimiento de esta patologia. Un buen modelo
animal de FMS deberia reproducir no solo los sintomas de dolor generalizado, sino
también los sintomas mas frecuentemente asociados con este sindrome (DeSantana et

al., 2013; Sluka, 2009).

Con este fin se han creado modelos animales de FMS que intentan reproducir el
cuadro sintomatoldgico de los pacientes humanos, y de esta forma obtener datos
anatdmico- funcionales que en humanos no se pueden obtener por razones

metodolégicas y éticas.

La mayoria de los modelos animales de FMS descritos hasta el momento no son
capaces de reproducir la sintomatologia exacta del dolor del FMS (DeSantana et al.,
2013). Estos se basaban principalmente en generar un dolor muscular crénico mediante
inyecciones intramusculares de sustancias como carreginina (Kehl et al., 2000), acido
salino (Sluka et al., 2001), factor de necrosis tumoral (Schéafers et al., 2003) o acido
clorhidrico (Furuta et al., 2012), o mediante la inducciéon de un estrés producido por
natacion forzada en ratas (Suarez-Roca et al., 2006) o por la exposicion a sonidos

estresantes impredecibles (Green et al., 2011).
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La tabla 1.7.2.1 recoge una revision de los modelos animales de FMS

desarrollados en los ultimos afios por distintos autores:

Autores Modelo
Kehl et al., 2000 W EEIEHE
muscular

Sluka et al., 2001 [ble]le]3
musculoesquelético
generalizado

duradero

Schafers et al., [be]le]s

2003 Musculoesquelético

Nagakura et al., RS

2009

Furuta et al., BaY/SVe
2011

Khasar et al., [bIe€]

2009

FMS, SVI, ansiedad,
trastorno

al.,

Green et
2011
temporomandibular.

Quintero et al.,
2011

Nocicepcion

VEl{4l Gl Ed Sindrome de dolor

al., 2006 muscular crénico.

Metodologia

Inyeccion de carragenina intramuscular en
triceps uni- o bilateral.

Dos dosis intramusculares de bajo ph o ph
4 de solucidn salina acida en el musculo
gastrocnemio.

Inyeccion intramuscular de TNFa de forma
bilateral en el musculo gastrocnemio o en
el biceps.

Inyeccion  subcutdnea de
disuelta en 4acido acético glacial. 1ml/kg

durante 3 dias consecutivos.

reserpina

Inyeccién intramuscular de HCl pH 4 de
forma bilateral en los musculos gluteos.

Inyeccion de catéter intravesical de

polietileno + solucién salina+ lidocaina al
1%.

Estrés mediante sonidos impredecibles.

Estrés mediante sonidos impredecibles.

Estrés por evitacion de agua.

Forced Swimming Test.

Forced Swimming Test.

Carragenina intramuscular.

Tabla 1.7.2.1. Revision de los modelos animales de FMS y de sintomas relacionados. FMS: Sindrome de
Fibromialgia; SVI/CI: Sindrome Vejiga Irritable/Cistitis Interstitical; DCG: Dolor Crénico Generalizado; SVI:
Sindrome Vejiga Irritable
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1.7.3. Modelo de fibromialgia inducido por reserpina

En 2009, el grupo de Nagakura et al. describié un modelo de FMS en ratas
mediante la inyeccién subcutanea de reserpina, un fdrmaco que disminuye severamente
en el organismo los niveles de las aminas biogénicas (noradrenalina, dopamina y
serotonina) al impedir su traslado vesicular en la sinapsis por el bloqueo permanente de
los receptores V-MAT de las vesiculas de liberacién sindptica. Las ratas mostraban
después de la administraciéon de reserpina hiperalgesia mecanica muscular, alodinia

tactil y sintomas depresivos (Nagakura et al., 2009; Oe et al., 2010).

1.7.3.1. Efecto de la reserpina

La reserpina (metil-11,17a-dimetoxi-186-[(3,4,5-trimetobenzoilo) oxy]-36,20a-
yohimban-168-carboxilato) es un alcaloide natural biolégicamente activo derivado de
varios miembros del género Rauwolfia, un arbusto trepador indigena del sur y el sureste
de Asia. Es practicamente insoluble en agua, aunque libremente soluble en cloroformo,

cloruro de metileno y acido acético glacial (National Toxicology Program, 2011).

CH g ? \
3
O—CH
/N °
0—C O—CHs
/ W
HsC 0

Figura 1.7.3.1.1. Estructura quimica de la reserpina. Tomado del National Toxicology Program, 2011.
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La reserpina interfiere en el sistema monoaminérgico al inhibir
irreversiblemente al transportador vesicular V-MAT2 de las vesiculas de
almacenamiento, transporte y liberacion de monoaminas ( Lee et al.,, 2015; Minor y

Hanff, 2015).

La inhibicion de estos receptores genera la destruccion de las vesiculas, de modo
gue los terminales no pueden concentrar o almacenar la serotonina, noradrenalina o la
dopamina, y se produce una acumulacion de aminas en el citosol y consecuentemente
se inicia su degradacidon mediante enzimas tipo MAO (monoamina O, oxidoreductasa,
EC 1.4.3.4) (Lee et al., 2015; Maldonado y Maeyama, 2015). El resultado de ello es una
deplecion de las reservas de monoaminas en el sistema nervioso central y en el sistema

nervioso simpatico (Antkiewicz et al. 2015; Lee et al., 2015).

Debido a su accidn sobre las aminas biogénicas, la reserpina se emplea en la
actualidad para crear modelos animales de enfermedades caracterizadas por déficits de
monoaminas, asi como para estudiar el efecto de farmacos destinados a modular
sistemas de los que el sistema monoaminérgico es responsable (Arora et al., 2011;
Kaneko et al., 2014; Ledo et al., 2015; Maldonado y Maeyama, 2015; Nagakura et al.,
2009; Wang et al., 2014).

Un ejemplo de ello es su uso como modelo farmacolégico de la depresién
(Antkiewicz et al., 2015; Antkiewicz et al., 2014; Jindal et al., 2012; Minor y Hanff, 2015).
Dado el papel que las monoaminas juegan en la patofisiologia de esta enfermedad
(Elhwuegi, 2004; Hamon vy Blier, 2013; Kalia, 2005), diversos estudios emplean la
reserpina para generar un cuadro de sintomas depresivos en animales con el objetivo
de profundizar en el mecanismo de accién de diversas terapias farmacoldgicas

(Antkiewicz et al., 2014; 2015; Jindal et al., 2012; Minor y Hanff, 2015).

Por otro lado, debido al déficit que la reserpina produce sobre el sistema
dopaminérgico, algunos estudios la han empleado para generar un cuadro de

alteraciones motoras (temblor, rigidez, acinesia y alteraciones posturales y de la
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marcha) similares a las observadas en pacientes con enfermedad de Parkinson (Calderdn

et al., 2011; Colpaert, 1987; Ledo et al., 2015).

Recientemente, algunos estudios estan empleando la reserpina para generar
modelos animales de dolor generalizado (Kaneko et al., 2014; Nagakura et al., 2009;

Ogino et al., 2013; Taguchi et al., 2015).

En gran medida, los mecanismos que subyacen a las patologias de dolor crénico
siguen siendo desconocidos, y por ello, la efectividad de los tratamientos farmacoldgicos
es limitada (Lee et al.,, 2011; Theoharides et al., 2015). En la modulacion del
procesamiento del dolor a nivel supramedular estan directamente implicadas la
serotonina, la noradrenalina y la dopamina (Kindler et al., 2011; Meeus y Nijs, 2006;

Parent et al., 2015; Petersel et al., 2011; Phillips y Clauw, 2011; Yunus, 2007).

Es por ello que el uso de la reserpina en el estudio del dolor esta aportando
informacién sobre las posibles alteraciones presentes en los cuadros de dolor crénico
generalizado sin causa periférica, entre los que se encuentra el FMS, permitiendo el
desarrollo de nuevos farmacos para el tratamiento de estas patologias (Kaneko et al.,

2014; Nagakura et al., 2009; Ogino et al., 2013; Taguchi et al., 2015).

1.7.3.2. Caracteristicas del modelo

Este modelo presenta validez aparente (similitud de sintomas entre el modelo y
el trastorno: dolor muscular, alodinia, sintomas comérbidos como la depresién), validez
de constructo (al igual que en el trastorno real, las ratas no muestran sintomas fisicos
aparentes y se observa una disminucién a nivel central de las aminas bioldgicas) y validez
predictiva (se observa una similitud en la respuesta al tratamiento: mas eficacia de los

antidepresivos que de los AINES) (Nagakura et al., 2009).
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1.7.3.3. Criticas al modelo

En 2010, el doctor Gordon Munro realizé algunas criticas al modelo propuesto
por Nagakura y sus companeros en 2009 (Munro, 2010). Estas criticas hacian referencia
a los siguientes aspectos:

- Las medidas de dolor realizadas en el musculo gastrocnemio y en la planta de la
pata trasera derecha de las ratas resulta insuficiente para asegurar que los animales
tienen dolor musculoesquelético generalizado, sintoma principal de los pacientes
con FMS.

- La prevalencia del FMS en la poblacién general ha sido cldsicamente descrita mayor
en mujeres que en hombres. A pesar de eso, en el estudio de Nagakura y sus
colaboradores se emplean ratas macho. Aunque la medida de los umbrales de dolor
se realiza tanto en las ratas macho como en las hembras y no se encuentran
diferencias significativas en las variaciones de los umbrales entre los dos grupos,
Munro opina que no se han tenido en cuenta en la medida las diferencias de peso
entre las ratas hembras y machos de la misma edad.

- Los autores no estudian otros sintomas asociados con el FMS, tales como las
alteraciones del suefio o la fatiga crdnica.

- Asegurar que el aumento de la conducta de inmovilidad en el Forced Swimming Test
en las ratas tratadas de reserpina respecto a las ratas control indica que los animales
tienen depresion es demasiado especulativo. Ademas, determinar que los sintomas
depresivos en las ratas con reserpina se deben a la disminucidn de los niveles de
monoaminas es un argumento insuficiente, dado que en la actualidad, la teoria
monoaminérgica de la depresién se considera simplista e incompleta.

- Los autores no encuentran diferencias significativas en la presién arterial ni en la
temperatura intrarrectal entre las ratas reserpinizadas y las ratas control, y en
pacientes con FMS se ha observado un aumento del tono simpdatico y una

disminucion en el parasimpatico.
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2.1. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

La fibromialgia es una enfermedad de etiologia desconocida que se caracteriza
por dolor crénico generalizado que el paciente localiza en el aparato locomotor.
Ademas del dolor, otros sintomas como fatiga intensa, alteraciones del suefo,
parestesias en extremidades, depresion, ansiedad, rigidez articular, cefaleas vy
sensacion de tumefaccion en manos, se encuentran entre las manifestaciones clinicas
mas comunes. Aunque en los Ultimos afios se han hecho importantes avances en el
manejo de los pacientes con fibromialgia, no se consigue alcanzar un grado de
satisfaccién similar al de otras patologias que igualmente repercuten de forma
importante en la calidad de vida y la economia de nuestra sociedad. Es evidente que
esto es asi en la fibromialgia, en gran medida, porque sigue siendo un misterio su

etiopatogenia.

Es muy dificil avanzar en el conocimiento del origen de una enfermedad si la
comunidad cientifica no dispone de modelos animales en los que reproducir dicha
enfermedad, aun con las salvedades propias de las diferencias entre especies. Los
modelos animales de cualquier enfermedad intentan reproducir en los animales de
experimentacion el cuadro sintomatolégico que la enfermedad en cuestién produce en
los pacientes humanos, con el fin de obtener datos anatomofuncionales que en

humanos no se podrian obtener por razones metodoldgicas y/o éticas.

Disponer, por tanto, de un modelo vdlido de fibromialgia en animales de
experimentacion es en estos momentos fundamental para profundizar en el origen de

esta patologia.
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Tras la ultima revision de los criterios diagndsticos de la fibromialgia del ACR,
un modelo animal valido de fibromialgia deberia reproducir no solo los sintomas de
dolor generalizado, sino también los sintomas de comorbilidad mas frecuentemente

asociados con este sindrome, las alteraciones del suefio y los sintomas depresivos.

La gran mayoria de los modelos animales de fibromialgia descritos hasta el
momento se basan exclusivamente en generar un dolor muscular crénico, o un cuadro
de estrés crénico que afecte a los umbrales de dolor. Ninguno de estos modelos
animales de fibromialgia reproduce, sin embargo, el resto de sintomatologia que

acompafia a la fibromialgia en humanos.

En 2009, Nagakura et al. describieron un modelo de fibromialgia en ratas
mediante la inyeccidn subcutdnea de reserpina, un farmaco que disminuye
severamente en el sistema nervioso central los niveles de las aminas biogénicas
(noradrenalina, dopamina y serotonina) al impedir su traslado vesicular. Segun los
autores, las ratas reserpinizadas mostraban hiperalgesia mecanica muscular, alodinia

tactil y sintomas depresivos.

Sin embargo, el modelo de Nagakura recibidé severas criticas por aspectos
metodoldégicos que cuestionan, precisamente, la supuesta reproduccién de
comorbilidad, concretamente la reproduccion de sintomas depresivos (Munro, 2010).
Asimismo, Munro también sefialé que para validar el modelo era necesario comprobar
si éste era capaz de reproducir otros sintomas comdrbidos muy frecuentes en

humanos con fibromialgia, como las alteraciones del suefio.

Nosotros creemos que el modelo puede ser valido y por ello proponemos
analizarlo. Aunque no existen en la literatura estudios similares al presentado en este
trabajo, existe suficientes indicios para que podamos sostener la hipdtesis de que el
modelo de fibromialgia inducida por reserpina reproducird en la rata una
sintomatologia similar a la descrita en pacientes humanos con fibromialgia, al menos

en lo referente al sintoma principal, el dolor musculoesquelético generalizado, y la
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comorbilidad mds frecuente, las alteraciones del suefio y los sintomas depresivos.
Como ya se ha comentado anteriormente, el modelo animal de fibromialgia propuesto
por el grupo de Nagakura basado en la administracion de reserpina, provoca una
deplecidn de las monoaminas (noradrenalina, serotonina y dopamina) en el sistema
nervioso central de la rata. Las monoaminas juegan un papel fundamental en el control

del dolor y en la regulacién del suefio y de los estados de animo.

Por ello, es perfectamente asumible que una alteracion en los niveles
cerebrales de monoaminas, provoque desérdenes en los circuitos implicados en las

mencionadas funciones.

2.2. HIPOTESIS DE TRABAJO

Nuestra hipdtesis de trabajo sostiene que el modelo de fibromialgia inducido
por reserpina en rata descrito por Nagakura et al. en 2009 es un modelo valido para
reproducir en rata los sintomas predominantes de este sindrome en pacientes

humanos.

Por tanto, si nuestra hipdtesis resulta cierta, las ratas a las que administremos
subcutaneamente 1mg/kg de reserpina durante tres dias consecutivos presentaran
una disminucién en los umbrales de dolor, sintomatologia depresiva y alteraciones del
suefo. Ademds, presentaran una modificacion del patrén de activacion de los
principales centros monoaminérgicos encefalicos (Nucleo Dorsal Rafe, Locus Coeruleus
y Area Tegmental Ventral) como resultado de la administraciéon de reserpina, y que en

parte explicarian las alteraciones conductuales halladas.

TESIS DOCTORAL ARANTXA BLASCO SERRA



16

PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA, HIPOTESIS DE TRABAJO Y OBJETIVOS

2.3. OBJETIVOS

2.3.1. Objetivo General

El objetivo general de nuestro estudio es validar el modelo de fibromialgia

inducido por reserpina en rata propuesto por Nagakura et al. en 2009, para lo que

debera reproducir en las ratas alteraciones en los umbrales de dolor, sintomatologia

depresiva y alteraciones del suefio. Ademas, esperamos hallar modificaciones en los

patrones de activacién neuronal de los principales centros monoaminérgicos que

puedan explicar estas alteraciones.

2.3.2. Objetivos Especificos

Los objetivos especificos se pueden concretar de la siguiente manera:

Estudiar alteraciones en los umbrales de dolor. Empleando el Electrovonfrey
Test para alodinia tactil, y el Randall and Selitto Test para hiperalgesia
mecanica, comprobar si la administracidon subcutdanea de 1mg/kg de reserpina
durante tres dias consecutivos produce una disminucién de los umbrales de
dolor en las ratas experimentales respecto a las ratas control.

Estudiar la sintomatologia depresiva. Empleando el Forced Swimming Test y
una adaptacion del Novelty-Suppressed Feeding Test, comprobar si la
administraciéon subcutdnea de 1mg/kg de reserpina durante tres dias
consecutivos produce la aparicién de sintomas depresivos dolor en las ratas
experimentales respecto a las ratas control.

Estudiar alteraciones en los patrones de suefio. Mediante la implantaciéon
cronica de electrodos de campo y de electrodos de electromiograma,
comprobar si la administracion subcutdanea de 1mg/kg de reserpina durante
tres dias consecutivos produce una alteracion en la arquitectura del suefio que

pueda justificar la aparicién de suefio no reparador.
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4. Estudiar los patrones de activacion de los principales centros
monoaminérgicos. Mediante técnicas de inmunodeteccion del gen de
expresion temprana c-fos, comprobar si la administracién subcutanea de
1mg/kg de reserpina durante tres dias consecutivos produce modificaciones en
el patrén de activacion del nucleo dorsal rafe, locus coeruleus y drea tegmental
ventral, que puedan explicar la aparicion de la sintomatologia descrita

anteriormente.
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3.1. ANIMAL DE EXPERIMENTACION

3.1.1. Condiciones ambientales y de estabulacion

Se utilizaron un total de 111 ratas macho de la cepa Sprague-Dawley (Janvier
Labs, Saint Berthevin, France), 350 = 50 gramos. Utilizamos esta cepa porque los
estudios previos de este modelo han sido realizados en ella (Nagakura et al., 2009; Oe
et al., 2010); machos para evitar fluctuaciones conductuales producidas por los ciclos
hormonales (Aloisi y Bonifazi, 2006; Amandusson y Blomqvist, 2013; Cryan y Slattery,
2014). Los roedores fueron recepcionados y estabulados en el animalario de la Unidad
Central de Investigacion de la Universidad de Valencia. Se mantuvieron con ciclo
controlado de 12 horas luz- 12 horas oscuridad, una temperatura de 229C + 2, una
humedad relativa del 55% * 10, y con una impulsién de aire filtrado a través de filtros
HEPPA con mas de 15 renovaciones aire/hora. Las ratas estuvieron con acceso ad

libitum a agua y comida (Dieta 2014 para mantenimiento de ratas, Harlan).

3.1.2. Consideraciones éticas

Los animales fueron estabulados, sometidos al procedimiento experimental y
sacrificados segln el RD 53/2013 sobre “proteccion de los animales utilizados para
experimentacion y otros fines cientificos”, siguiendo las normas para la buena practica
con animales de experimentacién del Consejo Europeo (86/609/EEC) y siguiendo las
recomendaciones de FELASA (Federacion Europea de animales de laboratorio), del
Comité de Etica de la Universidad de Valencia y de la IASP (Zimmermann, 1983) para el

estudio de dolor en animales conscientes. (NUmeros de autorizacién de
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procedimientos aprobados por el comité ético de la Universitat de Valencia

A1359998202530; A1385128209500; A1385127985666).

3.1.3. Control del estado fisico y criterios de punto final

El peso de los animales fue registrado todos los dias desde el inicio hasta el final
de todos los procedimientos para detectar variaciones anormales de peso que
pudieran ser indicativas de problemas en la salud del animal. Asimismo, con el mismo
fin se controlaron mediante observacion directa indicios cualitativos de estrés, tales
como el exceso de secrecién de porfirinas (cromodacriorrea) o la disminucion de las
conductas de autoaseo, y se registré cualquier otro tipo de dolor que pudiera sentir,
como el producido por la rotura de alguna ufia. Las ratas que presentaron un cuadro
de sufrimiento innecesario para el objetivo de este trabajo (criterio de punto final)
fueron excluidas del experimento y sacrificadas mediante una sobredosis de

pentobarbital sédico (Figura 3.1.3.1).

Figura 3.1.3.1. Signos de sufrimiento excesivo del animal que determinan criterios de punto final: (A)
Secrecion excesiva de porfirinas (cromodacriorrea), acumuladas por la disminucion de la conducta
de autoaseo; (B) Mutilacion parcial de la pata trasera derecha tras la constriccion del nervio cidtico.

Para establecer el criterio de punto final de los animales, se empled el

protocolo de Morton y Griffiths (1985) (Tabla 3.1.3.1).
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PROTOCOLO DE SUPERVISION

Variables a considerar y puntuacién
Normal (no hay pérdida de peso o el animal crece
normalmente) 0
Pérdida de peso inferior al 10%
Pérdida de peso ) pa . )
Pérdida de peso entre el 10 y 20%. Posible alteracion en el
(de 0a3) aspecto o cantidad de las heces. 2
Pérdida de peso superior al 20%. E! animal no consume
agua ni alimento.
Normal 0
Aspecto Pelo en mal estado 1
Pelo en mal estado ylo presencia de secreciones
(de0a3)
oculares o nasales 2
Postura anormal 3
Normal 0
Comportamiento Pequeiios cambios 1
Inactividad 2
espontaneo
Automutilaciéon, vocalizaciones anormales, animales
(de0a3) muy inquietos o inmoviles. 3
Comportamiento |Normal 0
en respuesta a la Cambios pequeriios 1
Cambios moderados 2
manipulacion
Animal agresivo o comatoso 3
(de 0a3)
Normal
Constantes Pequeiios cambios 1
vitales Cambios en la temperatura corporal de 1-2°C,
incremento del 30% en frecuencia cardiaca o respiratoria 2
ambios en la temperatura corporal > , incremento
(de0a3) Cambi I | >2°C, i
del 50% en frecuencia cardiaca o respiratoria 3
PN T A IO T O AL . s R R S B S Sas de0a20

Tabla 3.1.3.1. Protocolo de supervision de Morton y Griffiths publicado en 1985.

Ademas de los items descritos en el protocolo de Morton y Griffiths (1985), se
controlé el lugar de la inyeccidn subcutdnea de reserpina, ya que por la naturaleza de
la reserpina y su presentacion debia disolverse en una solucién de agua destilada con

acido acético glacial al 0,5% para ser administrada, y ésta pequeiia concentracién de
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acido acético podria ocasionar irritaciéon. La valoracién de este parametro se hizo de la
siguiente manera:

0- el lugar de la inyeccién no presenta alteraciones;

1- el lugar de la inyeccidn presenta enrojecimiento y caida del cabello;

2- el lugar de la inyeccidn presenta una pequeiia Ulcera (<5mm de didametro);

3- el lugar de la inyeccién presenta mas de una Ulcera o una de mas de 5mm de
didametro.

Las puntuaciones de este ultimo pardmetro se sumaron a las del protocolo de
supervisiéon de Morton y Griffiths (maximo de 20 puntos) de forma que nuestro
protocolo de supervision competo podia alcanzar un maximo de 23 puntos, de los

cuales una puntuacién de 18 se considerd como criterio de punto final.

3.1.4. Casuistica

El nimero de animales de cada grupo experimental fue reducido al minimo
imprescindible. Siguiendo las indicaciones del Prof. Montes Suay, Catedratico de
Universidad del Dpto. de Estadistica y Investigacidon Operativa de la Facultad de CC.
Matematicas de la Universitat de Valéncia, la determinacién del nimero minimo de
ejemplares por grupo experimental se hizo siguiendo el método propuesto por Cohen

(1988), de tal forma que se garantizaran unos resultados estadisticamente validos.

3.1.4.1. Distribucion de los animales en los distintos estudios

3.1.4.1.1. Animales para el estudio de los umbrales de dolor

Para el estudio de los umbrales de dolor mediante el Electrovonfrey Test se

emplearon un total de 27 ratas, de las cuales 14 fueron tratadas con reserpinay 13 con

vehiculo. La administracidon de reserpina o vehiculo se realizé mediante inoculaciéon

subcutanea de 1 mg/kg una vez al dia durante tres dias consecutivos.
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Para el estudio de los umbrales de dolor mediante el Randall and Selitto Test
se emplearon un total de 27 ratas, de las cuales 14 fueron tratadas con reserpina 'y 13
con vehiculo. La administracion de reserpina o vehiculo se realizdé mediante

inoculacién subcutanea de 1 mg/kg una vez al dia durante tres dias consecutivos.

3.1.4.1.2. Animales para el estudio de las alteraciones del suefio

Para el estudio de las alteraciones de los patrones de sueio mediante el
implantacion intracraneal de electrodos crénicos se emplearon un total de 5 ratas. En
todas las ratas se realizaron registros control antes de la administracion de reserpina 'y
durante los 21 dias posteriores a la administracién de reserpina. De esta forma, el
efecto de la reserpina sobre cada rata se comparaba con los periodos de suefio control
registrados, disminuyendo asi el nimero de animales empleados. La administracidon de
reserpina se realizd mediante inoculacién subcutanea de 1 mg/kg una vez al dia

durante tres dias consecutivos.

3.1.4.1.3. Animales para el estudio de los sintomas depresivos

Para el estudio de los sintomas depresivos mediante el Forced Swimming Test
se emplearon un total de 15 ratas, de las cuales 6 fueron tratadas con reserpina y 9
con vehiculo. La administracion de reserpina o vehiculo se realizdé mediante
inoculacidn subcutanea de 1 mg/kg una vez al dia durante tres dias consecutivos.
Para el estudio de los sintomas depresivos mediante el Novelty- Suppressed Feeding
Test se emplearon un total de 15 ratas, de las cuales 6 fueron tratadas con reserpina y
9 con vehiculo. La administracion de reserpina o vehiculo se realizd mediante

inoculacién subcutanea de 1 mg/kg una vez al dia durante tres dias consecutivos.
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3.1.4.1.4. Animales para el estudio de inmunodeteccion de Fos

Se crearon 3 grupos de estudio. Los animales del grupo control (N= 6 ratas)
recibieron 1 mg/kg de vehiculo sin reserpina en una Unica dosis subcutanea. De los
grupos experimentales, a uno de los grupos (N= 6 ratas) se le administré una dosis de
reserpina aguda de 1mg/kg mediante inyeccidn subcutanea, mientras que a otro de los
grupos (N= 6 ratas) la administracion de reserpina se realiz6 mediante una inyeccién

subcutanea de 1mg/kg una vez al dia durante tres dias consecutivos.

3.1.4.1.5. Resumen de la casuistica del estudio

ESTUDIO RESERPINA VEHiCULO TOTAL

)
TEST

)
SELITTO TEST
SWIMMING TEST

NOVELTY- 9 9 18
SUPPRESSED

FEEDING TEST

ESTUDIO DE 5 0 5

13 27

13 27

SUENO

ESTUDIO DE FOS 12 6 18

Tabla 3.1.4.2.1. Resumen de la casuistica del estudio

3.2. HABITUACION Y HANDLING

En los cinco primeros dias de todos los procedimientos realizados se sometié a
los animales a un periodo de habituacidon al entorno, al investigador y a las maniobras

gue se le iban a realizar durante el procedimiento experimental, con el objetivo de
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disminuir el malestar de la rata durante el mismo, asi como disminuir el error que

pudiese introducir en nuestros resultados la respuesta de estrés.

Este periodo de habituacién difiere en los distintos procedimientos, ya que para
cada experimento se debe habituar a los aparatos y maniobras concretas para cada

test.

En cualquier caso, para todos los animales el inicio de la habituacién es el
mismo. En primer lugar se transporto al animal a la sala de experimentacién, y durante
los primeros 10 minutos se les dejé en su jaula sobre la mesa para que se
acostumbrara al entorno y a la presencia del experimentador. Posteriormente se inicié
el handling, fase durante la cual el animal se acostumbré al contacto y a la

manipulacidn e inmovilizacion por parte del investigador (Figura 3.2.1).

Figura 3.2.1. Habituacion a las maniobras de inmovilizacion para la administracion de farmacos, por
via oral (A) e intraperitoneal (B).

3.2.1. Habituacion a las maniobras y aparatos en el estudio del dolor

Para los grupos destinados al estudio de medidas conductuales de dolor, se
habitué al animal a los aparatos y manipulaciones especificas de su condicion
experimental. El proceso total de habituacién por dia para cada rata fue de unos 30

minutos.
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3.2.1.1. Habituacién al Electrovofrey Test

A los animales del grupo que iba a ser medido con el Electrovonfrey Test se les
alojé en un cilindro de metacrilato sobre una superficie rejada durante 10 minutos

cada dia tras la fase de handling (Figura 3.2.1.1.1).

Figura 3.2.1.1.1. Habituacion a los test de conducta. Habituacion para el Electrovonfrey Test; la rata se
encuentra sobre un suelo de rejilla elevado, dentro de un cilindro de metacrilato transparente de 20 cm
de didmetro.

3.2.1.2. Habituacion al Randall and Selitto Test

Los animales del grupo destinado al Randall and Selitto Test fueron habituados
a permanecer inmoviles sobre un soporte de tela elevado, sujetas por la parte ventral
del cuerpo y con las patas suspendidas a través de agujeros en la tela durante 10

minutos al dia tras el periodo de handling (Figura 3.2.1.2.1).

Figura 3.2.1.2.1. Habituacion a los test de conducta. Habituacion para el Randall and Selitto Test; la rata
se encuentra inmavil apoyada por la parte ventral del cuerpo sobre un soporte de tela elevado, con las
patas suspendidas en el aire a través de agujeros en la tela.
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3.2.2. Habituacion a las maniobras y aparatos en el estudio de los
sintomas depresivos

En los estudios de depresidon la novedad al entorno de experimentacion es
clave, asi que la habituacidn se realizé a la manipulacién por parte del investigador y a
la inmovilizacién requerida para la administracion de reserpina/vehiculo, pero no se
expuso al animal en ningin momento previo al test ni al campo abierto ni al cilindro

con agua. El proceso total de habituacion por dia para cada animal fue de 20 minutos.

3.2.3. Habituacion a las maniobras y aparatos en el estudio del sueiio

El estudio de los patrones de suefio se inicié con la cirugia de implantacién de
los electrodos crdnicos. Tras la intervencién, se dejo al animal un periodo de
recuperacién de dos dias durante los cuales se supervisé su estado fisico, controlando
qgue el animal no tuviera secuelas neurolégicas derivadas de la intervencién, como
alteraciones del movimiento o signos de inmovilidad o inapetencia. Durante este
periodo el animal fue tratado con un AINE (meloxicam) pera reducir el dolor de la
cirugia y se le hicieron curas en la zona de implantacién a diario hasta el inicio de los
registros, incluyéndose las curas en el periodo de habituacién. Tras el periodo de
recuperacién de la cirugia de implantacion de los electrodos, las ratas fueron
sometidas a un procedimiento de habituacién de cinco dias, antes de iniciar los

registros electrofisiolégicos.

La habituacién consistié en aclimatar al animal a la sala de registro (30 minutos
al dia) y a la caja de registro (caja metalica de 50x50x50 cm, forrada por dentro de
chapa de madera) y en una manipulacién por parte del investigador en la que se
acostumbré a la rata a la inmovilizacién requerida para la administraciéon de reserpina,
para la manipulacién en la zona del pedestal de electrodos y para conectar y
desconectar el cable de registro. El cable se les dejo colocado dos dias antes del primer
registro para que se acostumbraran al peso del cable sobre su cabeza, y esto no

influyera en sus periodos de suefio durante los registros (Figura 3.2.3.1).
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Figura 3.2.3.1. Habituacion de la rata a la sala de registro, a la caja de registro y al peso del cable sobre
la cabeza.

3.2.4. Habituacion para el estudio de la inmunodeteccion de Fos

Los animales empleados para el estudio de inmunodeteccidn de Fos fueron
habituados al entorno de experimentacién y a las manipulaciones e inmovilizaciones
por parte del investigador para la inoculacidn de reserpina o vehiculo. El periodo total

de habituacion en este grupo de ratas fue de 20 minutos al dia para cada animal.

3.3. ADMINISTRACION DE RESERPINA/ VEHICULO

Después del proceso de habituacidn, se administré una vez al dia una inyeccién
subcutanea de 1mg/kg de reserpina durante tres dias consecutivos (Nagakura et al.,
2009) a los grupos experimentales (grupos tratados con reserpina). Los grupos control
recibieron el mismo volumen de vehiculo sin reserpina (grupos tratados con vehiculo)

durante los mismos tres dias consecutivos.
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3.3.1. Preparacion de la reserpina/vehiculo

La reserpina (Sigma-Aldrich, crystallized, 299.0% (HPLC)) fue disuelta en acido
acético glacial y diluida en agua destilada hasta una concentracién final de 0.5% de

acido acético. La reserpina fue preparada todos los dias antes de la administracion.

3.4. PROCEDIMIENTOS EXPERIMENTALES

3.4.1. Estudio de dolor

En todos los sujetos del estudio conductual de umbrales de dolor se realizaron
las siguientes medidas: Previamente a la administracidon de reserpina se establecieron
los umbrales basales de dolor de cada rata (Linea Base). Estas medidas se realizan con
el objetivo de establecer en qué medida la administracién de reserpina altera los
umbrales de dolor en cada rata. Este dato es el resultado de calcular la media de dos
medidas realizadas en las mismas condiciones en dos dias consecutivos, los dos dias
posteriores al periodo de habituacién. Hay que tener en cuenta que cada medida
const6é de la media de tres medidas, tomadas con un intervalo interestimulo de 30

segundos.

Tras la administracién de reserpina, los umbrales de dolor se miden para
ambos test los dias 1, 3, 5, y 7 posteriores a la ultima administracion de reserpina

(Figuras 3.4.1.1.1y 3.4.1.2.1).

Al finalizar la ultima medida las ratas fueron sacrificadas mediante una
sobredosis de pentobarbital sddico. En estos sujetos no extrajimos ni cerebro ni
médula porque la manipulacidn realizada durante los test alteraria la expresién de c-

fos.

TESIS DOCTORAL ARANTXA BLASCO SERRA



92 MATERIAL Y METODOS

3.4.1.1.  Electrovonfrey Test

111

LINEA BASE EVF EVF EVF EVF EVF EVF EVF

Figura 3.4.1.1.1. Cronograma del estudio de los umbrales de dolor mediante Electrovonfrey test.

Empleamos el Electronic Von Frey Test (EVF) para evaluar la alodinia tactil. El
animal fue colocado sobre un suelo de rejilla elevado, dentro de un cilindro de
metacrilato trasparente de 20 cm de didmetro y 30 cm de altura. Utilizando el aparato
electrénico de Von Frey (Electrovonfrey, model n2: 2290, IITC Inc. Woodland Hills, CA),
que consiste en un transductor de fuerza que tiene acoplado una punta rigida (rigid
tip) de 0.8 mm de didmetro, ejercimos una presion creciente sobre la planta de la pata
trasera derecha de la rata hasta obtener una respuesta de retirada de la misma,
teniendo en cuenta que tuviese las cuatro patas apoyadas sobre la rejilla en el
momento de la medicion (Figura 3.7). Se realizaron tres medidas en la pata en cada

medicidn, con 30 segundos de intervalo interestimulo en cada medicién.

Figura 3.4.1.1.2. (A) Aparato Electronic Von Frey: consta de un transductor de fuerza, una unidad
Almemo 2290-4 de registro de datos y un dispositivo de reinicio; (B) Rata sobre la rejilla elevada. La
punta rigida unida al transductor de fuerza ejerce presion sobre la pata trasera derecha.
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3.4.1.2. Randall and Selitto Test

LINEA BASE RYS RYS RYS RYS RYS RYS RYS

Figura 3.4.1.2.1. Cronograma del estudio de los umbrales de dolor mediante Randall and Selitto Test.

Empleamos el Randall and Selitto Test adaptado para evaluar sintomas de
hiperalgesia mecdnica muscular. Para la realizacién de este test se inmovilizé
ligeramente al animal empleando un soporte de tela elevado en el que el animal tenia
la parte ventral de su cuerpo sobre la tela y las patas suspendidas en el aire, a través
de unos agujeros de la tela destinados a tal fin. Una vez inmovilizado, se ejercié una
presion creciente sobre el musculo gastrocnemio de la pata trasera derecha
empleando el aparato adaptado de Randall and Selitto (IITC Inc. Woodland Hills, CA),
hasta que el animal realizé la conducta de retirada de la pata (Figura 3.9). Se

registraron tres medidas en cada medicién, con 30 segundos de intervalo interestimulo

en cada medicion.

Figura 3.4.1.2.2. (A) Aparato Randall and Selitto adaptado: consta de un transductor de fuerza, una
unidad Almemo 2290-4 de registro de datos y un dispositivo de reinicio; (B) Rata sobre el soporte de tela
con las patas suspendidas. El transductor de fuerza unido a un aparato en forma de pinza ejerce presion

sobre el musculo gastrocnemio la pata trasera derecha.
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3.4.2. Estudio de sintomas depresivos

3.4.2.1. Forced Swimming Test

HABITUACION RESERPINA

l ' l FST PRE-TEST

7 8 9 10 11

FST TEST

Figura 3.4.2.1.1. Cronograma del estudio de la sintomatologia depresiva mediante Forced Swimming
Test.

El Forced Swimming Test (FST) modificado se realizé siguiendo las indicaciones
descritas por Slattery y Cryan (2012). En los dias 4 y 5 posteriores a la ultima
administracion de reserpina, los animales fueron expuestos al FST en dos etapas:
Pretest y Test, respectivamente. En el Pretest, las ratas fueron introducidas
individualmente en un cilindro transparente de metacrilato de 40 cm de profundidad y
20 cm de diametro, con 30 cm de agua a 25 2C durante 15 minutos. Veinticuatro horas
después se realizd el Test, en el que las ratas fueron sometidas a las mismas
condiciones durante 5 minutos. Al finalizar los procedimientos, los animales fueron
sacados del agua, secados y devueltos a sus jaulas. El cilindro fue vaciado y vuelto a
llenar con agua limpia a 25 2C para cada rata. Ambos procedimientos fueron grabados

en video desde una visidn superior y otra lateral (Figura 3.4.2.1.2).

Los videos de Pretest y Test fueron analizados siguiendo un método de
muestreo de tiempo. La conducta de la rata fue registrada cada 5 segundos,
clasificandola en una de estas tres conductas: Nadar (movimientos horizontales a
través del cilindro con las patas); Escalar (movimientos verticales con las patas contra
la pared del cilindro); o Inmovilidad (inmovilidad total o movimientos con las patas

necesarios para mantener la nariz fuera del agua, Unicamente). Los resultados fueron
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expresados en un indice de Conductas, es decir, la cantidad de medidas asignadas a

cada conducta, de un total de 60 (Test) o 180 (Pretest).

La medida de conductas fue realizada por dos investigadores diferentes,
empleando la metodologia de ciego para la condiciéon experimental del animal
(desconociendo si pertenecian al grupo experimental o control). Los investigadores
fueron entrenados antes del analisis de los videos, y se calculd una fiabilidad entre

jueces del 90%.

Figura 3.4.2.1.2. Vision lateral del Forced Swimming Test. De izquierda a derecha pueden verse
representadas las conductas de inmovilidad, escalar y nadar.

3.4.2.2. Novelty Suppressed Feeding Test

[ HaiTuACION | [t
111
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NSFT

Figura 3.4.2.2.1. Cronograma del estudio de la sintomatologia depresiva mediante Novelty-Suppressed
Feeding Test.
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A los grupos de animales destinados al NSFT se les alimenté con pellets
estdndar que previamente habian sido sumergidos en una solucion de agua con
sacarosa al 50% durante unos segundos, con el objetivo de incrementar su
palatabilidad y deseabilidad. La cantidad de comida ingerida por cada rata fue
registrada diariamente desde el inicio del periodo de habituacion, pesandola todas las

mafianas antes de empezar los procedimientos (Blasco et al., 2015).

Antes de la realizacién del test, los animales fueron sometidos a un periodo de
restriccion alimentaria, dividido en dos etapas. En la primera etapa (dias 4 y 5
posteriores a la ultima administracién de reserpina) la comida fue reducida al 80% de
la media del consumo registrado durante los cinco dias de habituacidn. En la segunda
etapa (las 24 horas previas al test) se impuso una deprivacion completa de comida
(Blasco et al.,, 2015). Los animales tuvieron acceso libre al agua durante todo el

procedimiento.

Los animales fueron introducidos en un campo abierto consistente en una caja
de metacrilato negra (100cm x 100 cm x 40 cm) con el suelo cubierto de serrin que fue
renovado para cada animal. En el centro de la caja se colocd una placa Petri sobre una
pequeiia plataforma blanca, donde se introdujeron pellets enriquecidos con sacarosa
al 50%. El centro de la caja estuvo altamente iluminado (1.000 lGmenes), mientras que
la intensidad de luz en el perimetro del campo fue de 800 limenes, y el resto de la

sala estuvo a oscuras. Todo el procedimiento fue grabado en video (Figura 3.4.2.2.2).

Las ratas fueron colocadas en una esquina del campo abierto y se grabd el
tiempo que la rata tardo en acercarse al centro del campo y comer por primera vez. Se
registraron los siguientes pardmetros: (1) veces por minuto que el animal se acercé a la
comida (tocé la plataforma blanca donde se encontraba la placa Petri con la comida);
(2) veces por minuto que la rata olié y tocd, pero no comid, la comida; (3) tiempo
transcurrido hasta que el animal comié de la comida del centro. Se establecidé un
tiempo maximo de 10 minutos por rata. Después del episodio de consumo de comida,

o transcurridos los 10 minutos, los animales fueron devueltos a sus jaulas y llevados al
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estabulario, donde inmediatamente se les proporcioné una racién controlada de
comida. Para controlar que las diferencias en el tiempo transcurrido hasta el consumo
de comida en el test entre grupo experimental y grupo control eran debidas a la
presencia de sintomas depresivos y no a efectos directos de la reserpina sobre el
apetito de las ratas, se registraron dos pardmetros una vez los animales fueron
devueltos a sus estabulaciones después del test: (1) el tiempo que tarda el animal en
empezar a comer en su jaula, y (2) la cantidad de comida que el animal come durante

10 minutos posteriores al test (Blasco et al., 2015).

Figura 3.4.2.2.2. Novelty- Suppressed Feeding Test. La rata se colocd en una esquina del campo abierto
(a) al inicio del test. La rata se acercé a la plataforma central (b) y olid y tocé la comida (c) durante el
test. La prueba finalizé cuando comieron del centro por primera vez, o pasados 10 minutos si el animal
no come.

3.4.3. Estudio del sueino

CIRUGIA REG CONTROL = ——

REGISTROS EXPERIMENTALES

Figura 3.4.3.1. Cronograma del estudio del suefio.
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El estudio del suefio se realizé teniendo en cuenta tanto pardametros
conductuales derivados de la observacidn de la actividad motora durante los periodos
de suefio, como parametros analizados a partir de registros electrofisioldgicos
obtenidos mediante la implantacion de electrodos crénicos en hipocampo y electrodos

de electromiograma (EMG) en los musculos de la nuca.

3.4.3.1. Procedimiento quirurgico

Como analgesia preoperatoria fue administrada una dosis subcutanea de 0,1
ml, de una dilucién de 0,1 ml de meloxicam (Metacam®, 1,5 mg/ml, Boehringer
Ingelheim) y 0,9 ml de suero salino. Los animales fueron anestesiados con una
combinacidn de ketamina 75 mg/kg i.p. (Ketolar®, Pfizer) y medetomidina 0,5 mg/kg
i.p. (Dorbene® Vet, Pfizer). Durante todo el procedimiento se mantuvo la temperatura
corporal de la rata en 37 2C utilizando una almohadilla isotérmica. Como complemento
a la anestesia general, se inyectd 1 ml de lidocaina en la cabeza (B. Braun, 5%), para la
anestesia local de las fibras sensitivas de la piel, periostio y oidos del animal, que son

las zonas mas afectadas por la cirugia estereotaxica.

Tras la pérdida de reflejo ocular y de retirada de la pata, se colocé al animal en
un cuadro estereotaxico (David Kopf Instruments, Tujunga, USA). Durante todo el
procedimiento se mantuvo la temperatura corporal de la rata en 37 oC utilizando una
almohadilla isotérmica y se inyectd periddicamente solucidn salina fisiolégica para

mantener su hidratacion.

Después de desinfectar la zona con povidona iodada, se realizé una incision
longitudinal medial en la cabeza, la piel fue retraida y el crdneo expuesto. El craneo se
trepand de acuerdo a las coordenadas estereotdxicas del atlas de Paxinos y Watson
(2013). Para aumentar la precision, aplicamos las correcciones proporcionales a las
coordenadas de referencia adecuadas al tamano del craneo del animal (Teruel-Marti et

al., 2008).
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La duramadre fue expuesta y se insertaron electrodos de acero inoxidable
recubiertos de poliamida (Plastics One, Roanoke, Virginia, EE.UU), en CA1l del
hipocampo (HPC) (Figura 3.15). Se insertaron electrodos de EMG (Plastics One) en los
musculos dorsales del cuello (Figura 3.15). También se incrusté un electrodo de
referencia (Plastic One), que se fijo al craneo con cemento dental, como referencia

para el registro y como toma de tierra.
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Figura 3.4.3.1.1. Esquema del lugar de implantacion de los electrodos crdnicos.

Adicionalmente, se insertaron tres tornillos de hueso quirurgicos (Plastics One,
Roanoke, Virginia, EE.UU), sobre los que se aplicé cemento dental cubriendo el craneo,
y de esta forma se aseguraron firmemente los electrodos. Todos los electrodos se
concentraron en un pedestal de pldstico multicanal (Plastics One, Roanoke, Virginia,
EE.UU) para su posterior conexién al sistema de registro. Cuando el cemento estuvo

seco, se suturd la piel periférica alrededor del pedestal y se desinfecté la zona.
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Después de la cirugia, los animales tuvieron un periodo de recuperacion de
cinco dias. La herida fue tratada con oxitetraciclina topica (Terramicina®, Farmasierra
Laboratorios, Espafa), y se administré un AINE (meloxicam) s.c. durante tres dias

(Metacam?®).

3.4.3.2. Sistema de registro y adquisicién

La sefial de cada par de electrodos fue amplificada vy filtrada en primer lugar
por un preamplificador (P55, Grass Technologies) y después por un amplificador de
cuatro canales (Cibertec), ambos con acoplamiento de corriente alterna. Las sefiales de
campo registradas se filtraron en la banda 0.3-300 Hz y las de EMG fueron filtradas
entre 10-1000 Hz y ambas, amplificadas 1000 veces. Para la adquisicion de datos de
estas sefiales, a una frecuencia de muestreo de 250 Hz el LFP de hipocampo y 2000 Hz
la sefial de EMG, se empled una unidad de adquisicion micro 1401 (Cambridge
Electronic Design, UK) unida mediante conexién USB al PC, que permite la conversion
de la sefal analdgica a una seial digital, y la transfiere al programa Spike2. Este
software permite visualizar los registros online. La informacidon adquirida de estos

registros se almacenaba en un ordenador para su posterior procesado offline.

El sistema de registro utilizado incluye un conmutador que permite el
movimiento libre del animal por su jaula. Por ello, de forma adicional, se conecto al
sistema de una cdmara de video infrarroja que permitia contemplar el
comportamiento del animal. Los videos también fueron adquiridos con el software
propio de Cambridge Electronics Design (s2video) que permite sincronizar la grabacién

de video al inicio de cada registro (Figuras 3.4.3.2.1y 3.4.3.2.2).
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Figura 3.4.3.2.1. Sistema de registro cronico con cdmara de video. (1) conmutador; (2) rotor; (3)
electrodos; (4) pedestal; (5) cdmara.
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Figura 3.4.3.2.2. Esquema del proceso y los aparatos de registro necesarios para el estudio del suefio.
Pueden observarse los distintos sistemas de amplificacion, la sala de registro, y el programa Spike
durante la codificacion de las sefiales.
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3.4.3.3. Procedimiento experimental

Las ratas fueron registradas en una caja metdlica forrada de madera para
reducir el ruido eléctrico y permitir el movimiento libre del animal, y equipada con una
camara con luz infrarroja. Durante los registros, el animal permanecié aislado en una

habitacién con condiciones de luz/oscuridad y comida/agua estandar controladas.

Los registros electrofisioldgicos se llevaron a cabo los cinco dias previos a la
administracién de reserpina (registros control), y los dias del 1, 3,5, 7, 9, 11, 13, 15,
17, 19 y 21 después de la ultima administracién de reserpina. Cada registro duré 4

horas en fase de luz, y se grabaron con una cdmara de infrarrojos.

Con estos registros se pretendia caracterizar la actividad oscilatoria en CA1 de
hipocampo vy la actividad muscular en los distintos periodos tras la administracion de
reserpina y evaluar su posible alteracién respecto de los registros control, durante las

fases de sueio del animal.

3.4.3.4. Analisis del comportamiento durante el sueiio

Los parametros obtenidos mediante la visualizacién de los videos captados por la
camara durante las 4 horas de cada registro fueron los siguientes:

e Tiempo de suefio por hora: Periodos en los que el animal permanecié dormido.
Se considerd que empezaba un periodo de suefio si se alcanzaban 30 segundos
de inmovilidad del animal.

e Medidas de fraccionamiento del suefio: duraciéon de cada periodo de suefio
(segundos) y numero de despertares entre cada periodo de suefo.

e Actividad motora durante el suefio: numero de temblores, sacudidas y cambios
de postura durante los periodos de sueiio en cada hora de registro. Si estos
movimientos duraban mas de 10 segundos se consideraba que se habia

interrumpido el periodo de suefio y se habia producido un despertar.
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Con estos parametros se pretendid, por un lado, delimitar los periodos de suefio
para su posterior andlisis mediante los registros electrofisiolégicos, y por otro lado,
obtener informacién del fraccionamiento y la calidad del suefio, para establecer

anomalias que pudiesen evaluar un suefio no reparador.

3.4.3.5. Anélisis de sefales

Los registros de campo se examinaron con algoritmos de procesamiento de
series temporales, utilizando scripts propios en el programa Matlab R2012b (The

MathWorks, Natick, MA, USA).

De los 5 ejemplares empleados para el estudio se analizdé la actividad del
hipocampo izquierdo y de los datos obtenidos de EMG de 4 horas diarias de registro en
fase de luz.

Se detectaron, en base al video, los periodos de suefio. Estos periodos se dividieron

para el analisis en ventanas de 10 segundos, con un total de 112.604 ventanas.

Se caracterizd la actividad oscilatoria en los registros control, registros en dias
de administracion y en dias post-reserpina. Para las comparaciones estadisticas, se
calculé el promedio de todas las ventanas para cada ejemplar, agrupando los dias de
registro en: control, administracién, 12 semana (1-7 PR), 22 semana (9-13 PR) y 32

semana (15-21 PR).

Los parametros obtenidos mediante el andlisis de las sefales obtenidas de los
registros electrofisiolégicos son los siguientes:
e Potencia relativa de cada banda mediante analisis espectral
e Analisis wavelet para la caracterizacién en el dominio tiempo-frecuencia de las
bandas de interés
e Amplitud del EMG: Para cada ventana se calculé media y desviacion estandar

del RMS normalizado 0-1.
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e C(Clasificacion en estados de suefio: REM, SWS o NC (No clasificado) y

transiciones.

3.4.3.5.1. Andlisis espectral (Transformada rdpida de Fourier y
espectro de potencia)

La seflal que origina cada onda del EEG es, en realidad, una serie temporal
compuesta por seiiales de diferentes frecuencias que se dan simultdneamente, con
una mayor o menor potencia. El andlisis del EEG mediante la transformada rdpida de
Fourier (Fast Fourier Transform, FFT) es el método mas habitual empleado para
descomponer la sefial en sus diferentes componentes de frecuencia y representarlo
como un espectro de potencias, permitiendo asi cuantificar las componentes de
distintas frecuencias de la oscilacion global. La FFT transforma una sefial del dominio
de tiempo en el dominio de la frecuencia, permitiendo obtener, para un tiempo dado,

las frecuencias presentes a sus respectivas potencias.

El espectro de potencia o densidad espectral de potencia de una onda, es la
representacion grafica que se obtiene a partir de los componentes de los coeficientes
de Fourier. Habitualmente, se representa como el mddulo al cuadrado del voltaje

asignado a cada banda de frecuencia.

En nuestro estudio, con el objetivo de conocer cémo afecta la administracién
de reserpina a las oscilaciones hipocampicas, calculamos la FFT en las ventanas de 10 s
y obtuvimos la potencia relativa de las bandas de interés, calculada como la ratio entre
el potencia de cada banda y la potencia total en el rango 0.3-120 Hz (siendo la
frecuencia maxima de andlisis 125 Hz, determinada por la Frecuencia de Nyquist con la

frecuencia de muestreo de 250 Hz que empleamos en nuestros registros).

Se calcularon de esta manera las siguientes bandas de frecuencia: ondas lentas
(0.3-1.5 Hz); delta (1.5-4 Hz); theta (4-10 Hz); spindles (10-16 Hz); beta (16-30 Hz);

gamma bajo (30-60 Hz, eliminando las frecuencias de 50 Hz + 0.5 Hz para evitar el
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ruido eléctrico provocado por la luz); gamma alto (60-90 Hz) y epsilon (90-120 Hz). En
la Figura 3.4.3.5.1.1 se muestra un ejemplo de espectro de potencia, con los limites de

las bandas de interés.
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Figura 3.4.3.5.1.1. Ejemplo de espectro de potencias. Las lineas rojas representan los limites de las
bandas de frecuencia estudiadas.

La proporcién de banda theta, junto con la actividad del EMG, fue utilizada para
la clasificacién de ventanas de REM, mientras que el sumatorio de las bandas de ondas
lentas y delta se empled como pardmetro de clasificacién para el suefio de ondas

lentas (slow wave sleep, SWS).

3.4.3.5.2. Andlisis de tiempo-frecuencia (Andlisis Wavelet)

El analisis espectral no proporciona informacién en el dominio del tiempo,
dado que se descompone la sefial para un tiempo fijo. Con el objetivo de caracterizar
mejor las oscilaciones hipocadmpicas en las bandas que ofrecieron mayores diferencias
en el andlisis espectral, se recurrié al andlisis de wavelets. La transformada wavelet
proporciona de manera simultanea informacion sobre el tiempo vy la frecuencia, por lo
gue es posible, mediante estos andlisis, evaluar la evolucion temporal de la actividad

oscilatoria a distintas frecuencias (Torrence & Compo 1998).

Para nuestro estudio, recurrimos al calculo de espectrogramas wavelet, que
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permiten representar la evolucién temporal del registro para sus distintas
componentes de frecuencia. El espectrograma wavelet permite obtener y visualizar la
energia, a lo largo del tiempo, de las distintas frecuencias analizadas. La
representacion plasma la energia, en una escala colorimétrica, para cada frecuencia,
en su evolucién temporal,. Colores calidos indicarian la presencia de mayor potencia o

energia en un tiempo dado (ejemplo mostrado en la Figura 3.4.3.5.2.1).
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Figura 3.4.3.5.2.1. Ejemplo de espectrograma wavelet. El eje vertical muestra las frecuencias
representadas y el eje horizontal la evolucion en el tiempo; la escala colorimétrica indica la energia de las
oscilaciones. En el ejemplo, entre los tiempos 30-60, la actividad oscilatoria presenta frecuencias
comprendidas en un rango de ondas lentas y delta y entre 60-90, la actividad se concentra en un
estrecho margen de frecuencias alrededor de los 3 Hz.

A partir de los espectrogramas de las ventanas de 10 s en la banda 0-30 Hz (por
ser las frecuencias que presentaron resultados mas consistentes en el andlisis
espectral), se obtuvieron diferentes parametros para caracterizar las oscilaciones en su
evolucién temporal:

e Power mdxima: deteccidn de puntos de maxima potencia dentro de los rangos 0.3-10 Hz
(ondas lentas, delta y theta) y mas concretamente para la banda theta (3-10 Hz) y
spindles (10-16 Hz). A partir de la deteccion de estos puntos se calculd su frecuencia
media y desviacién estandar, para evaluar la distribucion en frecuencias dentro de
estos rangos. La frecuencia media permite acotar en qué frecuencia trabaja
preferentemente la oscilacién dentro de la banda de estudio, mientras que la
desviacidon estandar proporciona evidencia de las diferencias en el grado de
concentracién o dispersion alrededor de la frecuencia media.

e Segmentos en los que las bandas de interés superaban el 50 %, calculado para las

bandas de ondas lentas y theta, por ser las que presentaban mayores variaciones
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segun los parametros anteriores. En estos segmentos se evalud su frecuencia media y
desviacion estdndar, para observar la dispersion en la banda y pardmetros de
distribucidn temporal: ratio temporal ocupado por la banda en la ventana de 10 s,
nimero de segmentos, duracién de segmentos y, a partir de estos parametros, se
calculdé un indice de fragmentacién a partir de la ratio temporal y la duracién de los

segmentos.

3.4.3.5.3. Andlisis de la actividad muscular: EMG-RMS

La actividad muscular fue analizada mediante la media cuadratica (root mean
square, RMS) del EMG (EMG-RMS; raiz cuadrada de la media aritmética de los valores
de amplitud al cuadrado). Esta transformacién permite obtener valores siempre
positivos. Los valores fueron normalizados posteriormente ademads entre 0 y 1, para
poder fijar asi un umbral de amplitud por debajo del cual se pudo considerar que habia
quietud o atonia. Este valor fue determinado en 0.03 tomando como referencia los
periodos con potencia relativa de theta superior al 50 % en los animales en el periodo

control, identificado como suefio REM.

3.4.3.5.4. Clasificacion de las ventanas en los distintos estados de
suefio y determinacion de transiciones

Para la clasificacion de los distintos estados se emplearon los valores de
potencia relativa (calculada por andlisis espectral) y del EMG-RMS. Se consideré
ventanas de sueifio de ondas lentas o SWS aquellas ventanas con predominio de las
frecuencias mas bajas, tomando como criterio que el sumatorio de la potencia relativa
de ondas lentas y delta superase el 50 %. Para la consideracidén de ventanas de REM, el
criterio fue que la potencia relativa de theta superase el 50 % y que el EMG-RMS fuese
inferior a 0.03. Las ventanas que no cumplieron ninguna de estas caracteristicas, por
presentar predominio de theta pero con EMG-RMS superior al umbral, se consideraron
no clasificadas. En aquellos casos que dos ventanas contiguas presentaban distinto

estado, se considerd que habia una transicion.
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3.4.4. Estudio inmunohistoquimico

3.4.4.1. Perfusidn

A los 150 minutos de la administracion de la Ultima dosis de duloxetina (tercer
dia de tratamiento), los animales recibieron una sobredosis i.p. de pentobarbital
sodico. Se comenzaron las maniobras propias del proceso de perfusiéon cuando el
animal estuvo profundamente anestesiado (ausencia de reflejo corneal), y con el
corazén todavia en activo. Las perfusiones se realizaron mediante acceso
transcardiaco, con un primer lavado del arbol vascular con suero salino isoténico
heparinizado (15000U1/1) seguido de una solucion fijadora de paraformaldehido al 4%.
Todo el proceso de anestesia y perfusiéon en ningln caso sobrepaso los 15 minutos de
duracion, para evitar la induccién iatrogénica de c-fos por efecto de la manipulacién

previa o de la propia anestesia (Herdegen et al., 1991; Takayama et al., 1994).

3.4.4.2. Tratamiento del tejido tras su extraccion

Al finalizar la perfusion, el encéfalo y la porcidon lumbar de la médula espinal
fueron extraidos y conservados a 42C en la misma solucion fijadora hasta el dia
siguiente.  Transcurrido ese tiempo, las muestras se pasaron a una solucién
crioprotectora a base de sacarosa al 30% en PBS (Phosphate Buffered Saline), en la cual
permanecieron hasta que se hundieron (48-72 horas). Una vez crioprotegidas, las
piezas se congelaron y seccionaron con un criostato en cortes coronales de 40um de
grosor distribuidos en 6 series equivalentes que se conservaron a -402C hasta su

utilizacion.

3.4.4.3. Inmunodeteccion de Fos.

Tras tres lavados con tampon para eliminar la sacarosa, se procedid a la

deteccion inmunocitoquimica de la proteina codificada por el proto-oncogén objeto de

nuestro estudio, c-fos, por el método del ABC (Hsu, 1981). Los cortes pasaron por
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sucesivas soluciones (Valverde-Navarro et al., 1996): reduccién/inhibicion de peroxidasas
enddgenas; incubacién en anticuerpo primario policlonal rabbit anti-Fos a 1:10000
(Santa Cruz); incubacion en anticuerpo secundario horse anti-Rabbit a 1:200 (Jackson
Immunoresearch); incubacién en solucién ABC (Vector); revelado con

diaminobencidina (DAB) (Sigma) intensificada con alumbre de cromo y niquel al 5%.

3.4.4.4. Analisis de Imagen

Con la ayuda de un atlas estereotdxico del cerebro de rata (Paxinos y Watson,
2013) se seleccionaron las fotografias de los centros troncoencefdlicos Dorsal Rafe
(DR), Locus Coeruleus (LC) y de las ldminas |, Il y V del asta posterior de la médula
espinal, las cuales fueron tomadas con ayuda de un microscopio Axioscope Al de Carl
Zeis para epifluoerescencia con combinacién de luz transmitida. Las imagenes para el
estudio fotografico fueron capturadas mediante una cdmara Axiocam MRC refrigerada
de alta resolucién acoplada al microscopio. El contaje de c-fos se realiz6 mediante el
programa ImageJ. Para ello, se fusionaron empleando el programa Photoshop CS5 las
plantillas de los nucleos a estudiar extraidas del atlas de estereotaxia usado

anteriormente y las fotografias de los cortes seleccionados.

Es importante sefialar que no todos los elementos inmunorreactivos mostraron
la misma intensidad de marcaje, pudiendo encontrar en una misma seccién desde
células fuertemente inmunopositivas (puntos de coloracién negruzca opaca vy
homogénea) hasta células débilmente marcadas (puntos de coloracién grisdcea
translicida e irregular). Para nuestro estudio sdlo se consideraron aquellas células
claramente marcadas. Esto se consiguié ajustando previamente los parametros del
programa de andlisis Image J. En caso de correccién manual del Imagel, se mantuvo
siempre el mismo criterio de exclusién o inclusiéon con todos los ejemplares del

experimento.
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3.4.5. Analisis estadistico

3.4.5.1. Andlisis estadistico del estudio de dolor

Para el andlisis estadistico y la representacidon grafica de los datos se utilizd
SPSS v.21 (IBM). Se analizaron por separado las medidas obtenidas con el

Electrovonfrey Test y las obtenidas con el Randall and Selitto Test.

Cada dato obtenido empleando estos test es el resultado de la media de tres
medidas registradas con 30 segundos interestimulo. Para obtener las medidas basales
de los umbrales de dolor de cada rata se realizaron dos mediciones de umbrales en

dos dias consecutivos previos a la administracion de reserpina/vehiculo.

Todas las medidas registradas mediante el Electrovonfrey Test y el Randall and
Selitto Test fueron normalizadas para cada sujeto respecto a su linea base (la media de
las dos medidas de umbrales basales), para obtener las variaciones en el umbral

perceptivo de cada rata en funcion de su nivel basal.

En ambos casos el andlisis estadistico se inicid con un estudio descriptivo de los
datos, que incluia la media, el intervalo de confianza para la media al 95%, la media
recortada al 5%, la mediana, la varianza, la desviacidn tipica, la amplitud intercuartil, la

asimetria y la curtosis.

Tras analizar los descriptivos, se analizé la normalidad de la muestra con el test
Shapiro-Wilk, indicado para muestras menores de 30 casos, y la homogeneidad de
varianzas mediante el test de Levéne, para determinar el estadistico mdas apropiado

para el estudio de comparaciones entre los grupos.

Las comparaciones de los umbrales de dolor entre los grupos tratados con

reserpina respecto a los grupos tratados con vehiculo se realizaron por separado para
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los dias de registro 1, 3, 5, y 7 posteriores a la ultima administracion de reserpina/
vehiculo. Para la comparativa se empled el estadistico t de student para muestras
independientes en el caso de que la muestra presentase normalidad, aunque no se
pudiese asumir homogeneidad de varianzas, ya que este test se considera robusto a

pesar de la ausencia de homogeneidad.

En los casos en los que la muestra no presentd normalidad, se realizé la prueba
no paramétrica U de Mann-Whitney, equivalente a la t de student para muestras
independientes. En ambos casos se considerd un nivel de significaciéon de p<0,05 para
determinar la existencia de diferencias estadisticamente significativas.

Cada comparacion se acompand de un grafico de barras para observar las diferencias
de los umbrales de dolor entre los grupos, y se incorpord al final de cada apartado un

grafico que incluia las comparaciones entre grupos de los cuatro dias de medida.

3.4.5.2.  Analisis estadistico del estudio de depresidn

3.4.5.2.1. Andlisis estadistico del Forced Swiming Test

Para el andlisis estadistico y la representacion grafica se utilizé SPSS v.21 (IBM).
Se analizaron por separado los datos obtenidos en la fase de pretest y en la fase de

test.

La conducta de la rata fue registrada cada 5 segundos, clasificandola en una de
estas tres conductas: Nadar, Escalar o Inmovilidad. Los resultados fueron expresados
en un indice de Conductas, es decir, la cantidad de medidas asignadas a cada

conducta, de un total de 60 (Test) o 180 (Pretest).

El analisis estadistico se inicidé con un estudio descriptivo de los datos, que
incluia la media, el intervalo de confianza para la media al 95%, la media recortada al
5%, la mediana, la varianza, la desviacidn tipica, la amplitud intercuartil, la asimetria y

la curtosis.

TESIS DOCTORAL ARANTXA BLASCO SERRA



112 MATERIAL Y METODOS

Tras analizar los descriptivos, se analizé la normalidad de la muestra con el test
Shapiro-Wilk, indicado para muestras menores de 30 casos, y la homogeneidad de
varianzas mediante el test de Levéne, para determinar el estadistico mas apropiado

para el estudio de comparaciones entre los grupos.

Se realizaron comparaciones entre el grupo tratado con reserpina y el grupo
tratado con vehiculo en las conductas de nadar, escalar e inmovilidad por separado,
tanto en la fase de Pretest como en la fase de Test. Para la comparativa se empleé el
estadistico t de student para muestras independientes en el caso de que la muestra
presentase normalidad, aunque no se pudiese asumir homogeneidad de varianzas, ya

gue este test se considera robusto a pesar de la ausencia de homogeneidad.

En los casos en los que la muestra no presentd normalidad, se realizé la prueba
no paramétrica U de Mann-Whitney, equivalente a la t de student para muestras
independientes. En ambos casos se considerd un nivel de significacién de p<0,05 para

determinar la existencia de diferencias estadisticamente significativas.

Cada comparacion se acompaiié de un grafico de barras para observar las
diferencias de los umbrales de dolor entre los grupos, y se incorporé al final de cada

apartado un grafico que incluia las comparaciones entre grupos de las tres conductas.

3.4.5.2.2. Andlisis estadistico del Novelty-suppressed feeding test

Para el analisis estadistico y la representacion grafica se utilizd SPSS v.21 (IBM).
Los parametros analizados en el NSFT fueron los siguientes:
e Tiempo en el que come por primera vez en el NSFT
e Veces por minuto que se acerca a la plataforma blanca del centro del test
e Veces por minuto que huele y toca la comida en el test
e Tiempo en el que come al ser devuelto a su jaula

e Cantidad de comida ingerida en 10 minutos al ser devuelto a su jaula
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El analisis estadistico se inicié con un estudio descriptivo de los datos, que incluia la
media, el intervalo de confianza para la media al 95%, la media recortada al 5%, la
mediana, la varianza, la desviacién tipica, la amplitud intercuartil, la asimetria y la

curtosis.

Tras analizar los descriptivos, se analizé la normalidad de la muestra con el test
Shapiro-Wilk, indicado para muestras menores de 30 casos, y la homogeneidad de
varianzas mediante el test de Levéne, para determinar el estadistico mas apropiado

para el estudio de comparaciones entre los grupos.

Se realizaron comparaciones entre el grupo tratado con reserpina y el grupo
tratado con vehiculo en cada uno de los pardmetros anteriormente mencionados. Para
la comparativa se empled el estadistico t de student para muestras independientes en
el caso de que la muestra presentase normalidad, aunque no se pudiese asumir
homogeneidad de varianzas, ya que este test se considera robusto a pesar de la

ausencia de homogeneidad.

En los casos en los que la muestra no presenté normalidad, se realizé la prueba no
paramétrica U de Mann-Whitney, equivalente a la t de student para muestras
independientes. En ambos casos se considerd un nivel de significaciéon de p<0,05 para

determinar la existencia de diferencias estadisticamente significativas.

Cada comparacién se acompafidé de un grafico de barras para observar las
diferencias de los umbrales de dolor entre los grupos, y se incorpord al final de cada
apartado un gréafico que incluia las comparaciones entre grupos de todos los

parametros en conjunto.

Para analizar la evolucion del consumo de comida de los animales en el NSFT y
comprobar que no hubiesen alteraciones del apetito antes del inicio de la restriccion
de comida, se comparé el consumo de comida del 42 dia de posterior a la ultima dosis

de reserpina con la media de consumo diario de comida durante el periodo de
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habituacidn, utilizando una prueba t de Student para muestras relacionadas para cada
grupo. Con el mismo fin se compard el consumo de comida entre el grupo tratado con
reserpina y el grupo control el cuarto dia posterior a la ultima administracidon de

reserpina/vehiculo mediante una prueba t de student para muestras independientes.

3.4.5.3.  Andlisis estadistico del estudio de suefio

El programa empleado para realizar el andlisis estadistico del estudio del suefio,

tanto a nivel conductual como electrofisioldgico, fue el SPSS (IBM SPSS Statistics 21).

Se agruparon los dias de registro en: control, administracion, 12 semana (1-7

PR), 22 semana (9-13 PR) y 32 semana (15-21 PR).

En primer lugar, para el estudio conductual del suefio, los parametros utilizados han
sido:

- Suefio total/hora (Suefio/hora)

- Sacudidas/hora (Sacudidas/hora)

- Segmentos de suefio/hora (Segmentos/hora)

- Promedio de duracién de segmentos

El analisis estadistico se inicid con un estudio descriptivo de los datos, en el cual
se han incluido el numero total de casos, la media, el error tipico de la media y la

desviacidn tipica.

Tras analizar los descriptivos, se comprobd la normalidad de la muestra con los
test Shapiro-Wilk, asi como la homogeneidad de varianzas, mediante el test de Levene
para determinar el test estadistico mas apropiado para el estudio de comparaciones
entre los grupos. Las pruebas de normalidad evidenciaron una distribucién no normal
de los datos, por lo que se realizaron pruebas no paramétricas para el estudio

estadistico.
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Se empled el test de Friedman para comparaciones multiples entre muestras
apareadas, para la caracterizacidon de los distintos parametros cuantitativos en los
periodos control, administracién y en las semanas post-reserpina, y el test de Wilcoxon
para comparaciones dos a dos entre muestras apareadas de los distintos parametros
cuantitativos entre los periodos control y los de administracion y semanas post-
reserpina. Se considerd un nivel de significacion de p<0,05 para determinar la

existencia de diferencias estadisticamente significativas.

Cada comparacién se acompafié de un grafico de barras/puntos para exponery

facilitar los datos graficamente.

Para el analisis estadistico de los datos electrofisiologicos se emplearon los
valores promedio de todas las ventanas para cada estado del suefio en cada animal (5
animales, 3 posibles estados: SWS, REM o NC). Los valores de los distintos dias de
registro se agruparon para el estudio estadistico en control, administracién, semana 1

post-reserpina, semana 2 post-reserpina y semana 3 post-reserpina.

Las variables cualitativas o categdricas (estado del sueio, transiciones, y EMG
por encima o debajo del umbral de atonia) fueron comparadas entre los diferentes
periodos mediante la prueba de Chi-cuadrado, con posteriores comparaciones de cada

periodo con el control.

Determinada la no normalidad de la muestra por el test de Kolmogorov-
Smirnov, se emplearon métodos no paramétricos para las comparaciones de las
variables cuantitativas entre los diferentes estados. Para las comparaciones multiples
entre muestras apareadas se empled el test de Friedman. Para las comparaciones
post-hoc se empled el test de Wilcoxon para comparaciones dos a dos entre muestras
apareadas de los distintos parametros cuantitativos entre los periodos control y los de

administracion y semanas post-reserpina.
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Dado que los periodos REM se caracterizan por presentar elevada proporcién
de actividad theta y atonia muscular, se analizé la correlacién entre la potencia relativa
de la oscilacién theta y el EMG-RMS mediante el anadlisis de correlacion bivariada de

Spearman para muestras no paramétricas, para los distintos periodos.

Se consider6 significacion estadistica cuando se alcanzé el nivel de p < 0.05 (*),

p <0.01 (**) 6 p < 0.001 (***).

3.4.5.4. Andlisis estadistico del estudio de Fos

Para el analisis se utilizd SPSS v.21 (IBM). Se compararon entre si los datos
obtenidos del contaje de Fos de los tres grupos experimentales: ratas del grupo control
sacrificadas a las dos horas y media de una Unica dosis de vehiculo vs ratas sacrificadas
a las dos horas y media de una Unica dosis de reserpina en dosis aguda vs ratas

sacrificadas a las 6 horas de la tercera dosis de reserpina.

El andlisis estadistico se inicidé con un estudio descriptivo de los datos, en el cual
se han incluido el numero total de casos, la media, el error tipico de la media y la

desviacidn tipica.

Tras analizar los descriptivos, se analizé la normalidad de la muestra con el test
Shapiro-Wilk, indicado para muestras menores de 30 casos, y la homogeneidad de
varianzas mediante el test de Levéne, para determinar el estadistico mdas apropiado

para el estudio de comparaciones entre los grupos.

A continuacion, se efectud un andlisis de la varianza (ANOVA) de un factor, con
analisis post-hoc de Bonferroni para los datos que poseian homogeneidad de varianzas
y de Games- Howell para los que no poseian homogeneidad de varianzas, de esta
forma se determind si existian diferencias significativas en la variaciéon de respuesta
entre las diferentes condiciones experimentales y se pudo analizar entre qué

condiciones esas diferencias eran mas significativas.
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Se considerd un nivel de significacion de p<0,05 para determinar la existencia

de diferencias estadisticamente significativas.

Cada comparacion se acompafié de un grafico de barras para observar las

diferencias entre las diferentes condiciones experimentales.
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4.1. RESULTADOS DE LAS MEDIDAS DE UMBRALES DE DOLOR

4.1.1. Electrovonfrey Test

En la Tabla 4.1.1.1 se muestran los estadisticos descriptivos de los datos
obtenidos en el estudio mediante Electrovonfrey test. Un estudio mds detallado de los

descriptivos de esta muestra puede encontrarse en el Anexo I.

Estadisticos descriptivos
N Media Desv. tip. Asimetria Curtosis
Estadistico | Estadistico | Emor tipico | Estadistico | Estadistico | Error tipico | Estadistico | Emor tipico

RECTNORMAL 24 517 07027 34425 098 AT2 -1,696 918
REC3NORMAL 24 6940 05735 ,28095 AT AT2 -1,765 918
REC5NORMAL 24 7180 04601 22539 - 138 A72 -1,5651 918
RECTNORMAL 24 7483 ,06008 ,29435 697 AT2 -578 918
N valido (segun lista) 24

Tabla 4.1.1.1. Tabla resumen de los estadisticos descriptivos para las medidas de los umbrales de dolor
obtenidas los dias 1, 3, 5y 7 posteriores a la ultima administracion de reserpina. Se han obtenido
recuento de casos, media, error tipico de la media, desviacion tipica, asimetria y curtosis.

El test de normalidad Shapiro-Wilk para muestras inferiores a 30 casos muestra
normalidad tanto en los grupos tratados con reserpina como en los grupos control, en
los dias de registro de umbrales de dolor 1 (AAG: W= 0,894; RES: W= 0,900, p>0,05), 3
(AAG: W= 0,873; RES: W= 0,863, p>0,05), y 5 (AAG: W= 0,910; RES: W= 0,960, p>0,05)
posteriores a la Ultima administracién de reserpina. En cuanto a los datos obtenidos el

dia 7 posterior a la ultima administracidon de reserpina, presentan normalidad en el
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grupo de ratas tratado con vehiculo (W= 0,898, p>0,05), pero no en el grupo tratado

con reserpina (W= 0,856, p<0,05) (Tabla 4.1.1.2).

Pruebas de normalidad

Group Kolmogorov-Smimov? Shapirc-Wilk
Estadistico gl Sig. Estadistico agl Sig.
RECORMAL cec | el 12 o | 17 e
RECSNORMAL pes S| o ol s 1 o
S B - R
RECTNORMAL pee | | 1o ol el o om

Tabla 4.1.1.2. Pruebas de normalidad de los datos obtenidos en el registro de umbrales de dolor los dias
1, 3, 5y 7 posteriores a la ultima administracion de reserpina, tanto en los grupos tratados con reserpina
(RES) como con vehiculo (AAG). El estadistico empleado es Shapiro-Wilk (W), indicado para muestras
menores de 30 casos. Significacion p>0,05.

El conjunto de datos presenta homogeneidad de varianzas, medida con el
estadistico de Levene, en los registros de umbrales de dolor medidos los dias 1 (F=
2,222, p>0,05), 3 (F= 1,658, p>0,05), y 5 (F= 1,512, p>0,05) posteriores a la ultima
administracion de reserpina. Sin embargo, no podemos asumir varianzas homogéneas
en las medidas del dia 7 posterior a la Ultima administracion de reserpina (F= 12,404,

p<0,05) (Tabla 4.1.1.3).

Prueba de ho eneidad de la varianza

Estadistico de gll gl2 Sig.
Levene
RECINORMAL Basandose en la media 2222 1 22 150
REC3NORMAL Basandose en la media 1,658 1 22 211
RECS5NORMAL Basandose en la media 1,512 1 22 232
RECTNORMAL Basandose en la media 12,404 1 22 002

Tabla 4.1.1.3. Pruebas de homogeneidad de varianzas de los datos obtenidos en el registro de umbrales
de dolor los dias 1, 3, 5y 7 posteriores a la ultima administracion de reserpina. El estadistico empleado
es Levene. Significacion p>0,05.
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En cuanto al analisis inferencial, se realiza una prueba T de Student para
muestras independientes para la comparacion del grupo tratado con reserpina y el
grupo tratado con vehiculo el primer dia de registro tras la implantacién del modelo. El

test evidencia diferencias estadisticamente significativas (t= 12,560, p<0,05) (Tabla

4.1.1.4).
Prueba de muestras independientes
Prueba de Levene Prueba T para la igualdad de medias
para la igualdad de
varianzas
F Sig. t gl Sig. Diferencia | Error tip. 95% Intervalo de
(bilateral) | de medias de la confianza para la
diferencia diferencia
Inferior Supenor
Se han asumido 2222 L150( 12,560 22 ,000 63141 05027 52715 13566
REC1 vananzas igualeg
No se han asumido 12,560| 20,691 000 63141 05027 52677 73605
varianzas iguales

Tabla 4.1.1.4. Prueba t de Student para muestras independientes en el registro de umbrales de dolor del
dia 1 tras la ultima administracion de reserpina o vehiculo. T=12,560; p<0,05

El grafico muestra una disminucidn significativa de los umbrales de dolor en las
ratas tratadas con reserpina respecto a las tratadas con vehiculo en el dia 1 tras la

ultima administracion de reserpina/vehiculo (T=12,560; p<0,05) (Figura 4.1.1.1).

§.209

1,00+

0.80"

Umbrales de dolor (Gr)
o

0,404

0,204

Grupo

Barras de error 4/~ 2 ET

Figura 4.1.1.1. En el grdfico se muestra una disminucion significativa de los umbrales de dolor en las
ratas tratadas con reserpina (RES) respecto a las ratas tratadas con vehiculo (AAG) en el dia 1 posterior a
la ultima administracion de reserpina. Significacion p<0,05. Las barras de error muestran el error tipico
de la media +2.
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vehiculo el dia 3 tras la implantacidon del modelo muestra diferencias significativas,

medidas con el estadistico T de Student para muestras independientes (t= 10,750,

La comparacion entre el grupo tratado con reserpina y el grupo tratado con

p<0,05) (Tabla 4.1.1.5).

Tabla 4.1.1.5. Prueba t de Student para muestras independientes en el registro de umbrales de dolor del

ratas tratadas con reserpina respecto a las tratadas con vehiculo en el dia 3 tras la

Prueba de as independi
Prueba de Levene Prueba T para la igualdad de medias
para la igualdad de
| vananzas
F Sig t al Sig. Diferencia | Error tip 95% Intervalo de
(bilateral) | de medias de la confianza para la
diferencia diferencia
Inferior | Superior
Se han asumido 1,658 211(10,750 2 000 60418 04690 40691 60144
REC3 vananzas iguales
No se han asumido 10,750 17,810 ,000 50418 04690 40657 60278
vananzas iguales

dia 3 tras la ultima administracion de reserpina o vehiculo. T= 10,750, p<0,05

El grafico muestra una disminucidn significativa de los umbrales de dolor en las

ultima administracion de reserpina/vehiculo (Figura 4.1.1.2).

1,00

0,80

Umbrales de dolor (Gr)
o
o
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0,204
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Figura 4.1.1.2. En el grdfico se muestra una disminucion significativa de los umbrales de dolor en las

ratas tratadas con reserpina (RES) respecto a las ratas tratadas con vehiculo (AAG) en el dia 3 posterior a
la ultima administracion de reserpina. Significacion p<0,05. Las barras de error muestran el error tipico

de la media +2.
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La comparacién entre el grupo tratado con reserpina y el grupo tratado con
vehiculo el dia 5 de registro tras la implantacion del modelo muestras diferencias
significativas, medidas con el estadistico T de Student para muestras independientes

(t= 10,109, p<0,05) (Tabla 4.1.1.6).

Prueba de muestras independientes

Prueba de Levene Prueba T para la igualdad de medias
para la igualdad de
varianzas
F Sig. t al Sig. Diferencia | Error tip. 95% Intervalo de
(bilateral) |de medias de la confianza para la
diferencia diferencia
Inferior | Superior
Se han asumido 1512 232( 10,109 22 ,000 40030 ,03960 31817 AB242
RECS varianzas iquales
No se han asumido 10,109| 20,082 000 LA0030 ,03960 T2 48288
varnanzas iguales

Tabla 4.1.1.6. Prueba t de Student para muestras independientes en el registro de umbrales de dolor del
dia 5 tras la ultima administracion de reserpina o vehiculo. t= 10,109, p<0,05.

El grafico muestra una disminucién significativa de los umbrales de dolor en las
ratas tratadas con reserpina respecto a las tratadas con vehiculo en el dia 5 tras la

ultima administracion de reserpina (Figura 4.1.1.3).

ol
»
-]
I

0,607

0,404

Umbrales de dolor (Gr)

0,204

0,00~

Grupo
Barras de error: 4/~ 2 €7

Figura 4.1.1.3. En el grdfico se muestra una disminucion significativa de los umbrales de dolor en las
ratas tratadas con reserpina (RES) respecto a las ratas tratadas con vehiculo (AAG) en el dia 5 posterior
a la ultima administracion de reserpina. Significacion p<0,05. Las barras de error muestran el error tipico

de la media 2.
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En el caso del andlisis inferencial comparativo entre los grupos tratados con
reserpina y los grupos tratados con vehiculo para los datos de los umbrales de dolor
obtenidos el dia 7 tras la ultima administracion de reserpina, al no poder asumir
homogeneidad de varianzas ni normalidad de la muestra en el grupo de animales
tratados con reserpina, se emplea una prueba no paramétrica, la prueba U de Mann-
Whitney. Se observan diferencias estadisticamente significativas entre los dos grupos

(p<0,05).

El grafico muestra una disminucidn significativa de los umbrales de dolor en las
ratas tratadas con reserpina respecto a las tratadas con vehiculo en el dia 7 tras la

Ultima administracion de reserpina (Figura 4.1.1.4).
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Figura 4.1.1.4. En el grdfico se muestra una disminucion significativa de los umbrales de dolor en las
ratas tratadas con reserpina (RES) respecto a las ratas tratadas con vehiculo (AAG) en el dia 7 posterior a
la ultima administracion de reserpina. Significacion p<0,05. Las barras de error muestran el error tipico
de la media +2.

ARANTXA BLASCO SERRA TESIS DOCTORAL



RESULTADOS

121

La Figura 4.1.1.5 muestra las variaciones halladas entre los grupos tratados con

reserpina respecto de los grupos control a lo largo de los cuatro dias de registro (dias

1, 3, 5y 7 tras la ultima administracion de reserpina/vehiculo).

1,207
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Figura 4.1.1.5. En el grdfico se muestra una disminucion significativa de los umbrales de dolor en las
ratas tratadas con reserpina (RES) respecto a las ratas tratadas con vehiculo (AAG) en los dias 1, 3,5y 7
posteriores a la ultima administracion de reserpina. Significacion p<0,05. Las barras de error muestran el

error tipico de la media +2.
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4.1.2. Randall and Selitto Test

En la tabla 4.1.2.1 se muestran los estadisticos descriptivos de los datos
obtenidos en el estudio mediante Randall and Selitto Test. Un estudio mas detallado

de los descriptivos de esta muestra puede encontrarse en el Anexo Il.

Estadisticos descriptivos

N Media Deswv. tip. Asimetria Curtosis

Estadistico | Estadistico | Error tipico | Estadistico | Estadistico | Error tipico | Estadistico | Error tipico
RECTNORMAL 24 L8303 07502 36750 ,251 A2 -1,212 918
REC3NORMAL 24 7457 06391 31310 075 A2 -1,630 918
RECENORMAL 24 7264 06198 30366 ,158 A72 -1.416 918
RECTNORMAL 24 7141 07376 36132 260 AT2 -1,190 918
N valido (segin 24
lista)

Tabla 4.1.2.1. Tabla resumen de los estadisticos descriptivos para las medidas de los umbrales de dolor
obtenidas los dias 1, 3, 5y 7 posteriores a la ultima administracion de reserpina. Se han obtenido
recuento de casos, media, error tipico de la media, desviacion tipica, asimetria y curtosis.

El estadistico de normalidad Shapiro-Wilk indicado para muestras menores a 30
casos revela normalidad de la muestra en los grupos tratados con reserpina
Unicamente en el dia 7 posterior a la ultima administraciéon de reserpina (RES: W=
0,934, p>0,05), y en los grupos tratados con vehiculo los dias 3 (AAG: W= 0,854,
p>0,05) 5 (AAG: W= 0,967, p>0,05), y 7 (AAG: W= 875, p>0,05) posteriores a la ultima
administracion. Por otro lado, no revela normalidad de la muestra en los grupos
tratados con reserpina el dia 1 (W= 0,853, p<0,05), 3 (W= 0,854), y 5 (W= 0,803,
p<0,05) posteriores a la ultima administracidon de reserpina, y en los grupos tratados
con vehiculo el dia 1 (W= 0,772, p<0,05) tras la ultima administracién del vehiculo

(Tabla 4.1.2.2).

Pruebas de normalidad

Group Kolmogorov-Smimowv® Shapiro-Wilk
Estadistico gl Sig. Estadistico gl Sig.
oo e | 2 o =
RECINORMAL 26| 12 oes|  em| 13 om
RECSNORMAL peg 28| 12| os|  ew| 12 om0
ol B - - N I B

Tabla 4.1.2.2. Pruebas de normalidad de los datos obtenidos en el registro de umbrales de dolor los dias
1, 3, 5y 7 posteriores a la ultima administracion de reserpina, tanto en los grupos tratados con reserpina
(RES) como con vehiculo (AAG). El estadistico empleado es Shapiro-Wilk. Significacién p>0,05.
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El conjunto de datos presenta homogeneidad de varianzas, medida con el
estadistico de Levene, en todos los registros de umbrales de dolor medidos, los dias 1
(F= 0,539, p>0,05), 3 (F= 0,932, p>0,05), 5 (F= 0,638, p>0,05), y 7 (F= 2,583, p>0,05)

posteriores a la Ultima administracion de reserpina (Tabla 4.1.2.3).

Prueba de homogeneidad de la varianza
Estadistico de gl gl2 Sig.
Levene
RECINORMAL Basandose en la media 539 1 22 AT
REC3NORMAL Basandose en la media 932 1 22 345
RECENORMAL Basandose en la media 638 1 2 433
RECTNORMAL Basandose en la media 2,583 1 22 22

Tabla 4.1.2.3. Pruebas de homogeneidad de varianzas de los datos obtenidos en el registro de umbrales
de dolor los dias 1, 3, 5 y 7 posteriores a la tltima administracion de reserpina. El estadistico empleado
es Levene, basandonos en la media. Significacion p>0,05.

Como se observa en los analisis anteriores, a pesar de que todos los grupos
presentan homogeneidad de varianzas, solo podemos asumir la normalidad de la
muestra en los dos grupos (grupo reserpina/grupo acido acético glacial) para cada dia
de registro de los umbrales de dolor el dia 7 posterior a la ultima administracién de
reserpina/vehiculo. Es por ello que para realizar la comparativa entre ambos grupos los
dias 1, 3 y 5 tras la dltima administracidon de reserpina realizaremos la prueba no
paramétrica paralela a la prueba T de Student para muestras independientes: el Test U

de Mann-Whitney.

En el dia 1 posterior a la ultima administracion de reserpina/vehiculo, las
medidas de los umbrales de dolor obtenidas muestran diferencias estadisticamente
significativas entre el grupo tratado con reserpina respecto al grupo control (p<0,05),

medido con el estadistico U de Mann-Whitney.
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El grafico muestra una disminucidn significativa de los umbrales de dolor en las
ratas tratadas con reserpina respecto a las tratadas con vehiculo en el dia 1 tras la

Ultima administracion de reserpina (Figura 4.1.2.1).
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Figura 4.1.2.1. En el grdfico se muestra una disminucion significativa de los umbrales de dolor en las
ratas tratadas con reserpina (RES) respecto a las ratas tratadas con vehiculo (AAG) en el dia 1 posterior a
la ultima administracion de reserpina. Significacion p<0,05. Las barras de error muestran el error tipico
de la media +2.

En el dia 3 posterior a la ultima administracion de reserpina/vehiculo, las
medidas de los umbrales de dolor obtenidas muestran diferencias estadisticamente
significativas entre el grupo tratado con reserpina respecto al grupo control (p<0,05),

medido con el estadistico U de Mann-Whitney.
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El grafico muestra una disminucidn significativa de los umbrales de dolor en las
ratas tratadas con reserpina respecto a las tratadas con vehiculo en el dia 3 tras la

Ultima administracion de reserpina (Figura 4.1.2.2).
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Figura 4.1.2.2. En el grdfico se muestra una disminucion significativa de los umbrales de dolor en las
ratas tratadas con reserpina (RES) respecto a las ratas tratadas con vehiculo (AAG) en el dia 3 posterior a
la ultima administracion de reserpina. Significacion p<0,05. Las barras de error muestran el error tipico
de la media 2.

En el dia 5 posterior a la ultima administracion de reserpina/vehiculo, las
medidas de los umbrales de dolor obtenidas muestran diferencias estadisticamente
significativas en el grupo tratado con reserpina respecto al grupo control (p<0,05),

medido con el estadistico U de Mann-Whitney.
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El grafico muestra una disminucion significativa de los umbrales de dolor en las
ratas tratadas con reserpina respecto a las tratadas con vehiculo en el dia 5 tras la

Ultima administracidn de reserpina (Figura 4.1.2.3).
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Figura 4.1.2.3. En el grdfico se muestra una disminucion significativa de los umbrales de dolor en las
ratas tratadas con reserpina (RES) respecto a las ratas tratadas con vehiculo (AAG) en el dia 5 posterior
a la ultima administracion de reserpina. Significacion p<0,05. Las barras de error muestran el error tipico

de la media +2.

La comparacion entre el grupo tratado con reserpina y el grupo tratado con
vehiculo en el dia 7 tras la ultima administracion de reserpina/ vehiculo muestra
diferencias significativas entre ambos grupos, medidas con el estadistico T de Student

para muestras independientes (t= 9,809, p<0,05) (Tabla 4.1.2.4).

Prueba de muestras independientes

Prueba de Levene Prueba T para la igualdad de medias
para la igualdad de
varianzas
F Sig. t gl Sig. Diferenci | Error tip. | 95% Intervalo de
(bilateral) | ade dela confianza para la
medias | diferencia diferencia
Inferior | Supenor
Se han asumido 2,583 ,12219,809 22 ,000 63823 06506 | 50329 77316
RECY wvarianzas iguales
No se han asumido 9,809| 19,426 ,000 63823 06506 | 50225| 77420
varianzas iguales

Tabla 4.1.2.4. Prueba t de Student para muestras independientes en el registro de umbrales de dolor del
dia 7 tras la ultima administracion de reserpina o vehiculo. t= 9,809, p<0,05.
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El grafico muestra una disminucidn significativa de los umbrales de dolor en las
ratas tratadas con reserpina respecto a las tratadas con vehiculo en el dia tras la

Ultima administracion de reserpina (Figura 4.1.2.4).
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Figura 4.1.2.4. En el grdfico se muestra una disminucion significativa de los umbrales de dolor en las
ratas tratadas con reserpina (RES) respecto a las ratas tratadas con vehiculo (AAG) en el dia 7 posterior a
la ultima administracion de reserpina. Significacion p<0,05. Las barras de error muestran el error tipico
de la media +2.
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La Figura 4.1.2.5 muestra las variaciones halladas entre los grupos tratados con
reserpina respecto de los grupos control a lo largo de los cuatro dias de registro (dias

1, 3,5,y 7 tras la ultima administracion de reserpina/vehiculo).
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Figura 4.1.2.5. En el grdfico se muestra una disminucion significativa de los umbrales de dolor en las
ratas tratadas con reserpina (RES) respecto a las ratas tratadas con vehiculo (AAG) en los dias 1, 3,5y 7
posteriores a la ultima administracion de reserpina. Significacion p<0,05. Las barras de error muestran el

error tipico de la media + 2.
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4.2. RESULTADOS DE LAS MEDIDAS DE SINTOMAS DEPRESIVOS

4.2.1. Forced Swimming Test

4.2.1.1. Fase de pretest

En la Tabla 4.2.1.1.1 se muestran los estadisticos descriptivos de los datos de
sintomas depresivos obtenidos en el estudio mediante Forced Swimming Test en la
fase de pretest. Un estudio mds detallado de los descriptivos de esta muestra puede

encontrarse en el anexo lll.

Estadisticos descriptivos

N Media Desv. tip. Asimetria Curtosis
Estadistico | Estadistico | Emor tipico | Estadistico | Estadistico | Emor tipico | Estadistico | Error tipico
NADAR 15 247 1,383 5,357 625 580 -1.111 1121
ESCALAR 15 6,33 898 3,478 1,693 580 3,293 1121
INMOVILIDAD 15 151,20 1.662 6,439 -221 580 -1,801 1121
N valido (segin lista) 15

Tabla 4.2.1.1.1. Tabla resumen de los estadisticos descriptivos para las medidas de nadar, escalar e
inmovilidad de la fase de pretest de Forced Swimming Test. Se han obtenido recuento de casos, media,
error tipico de la media, desviacion tipica, asimetria y curtosis.

El test de normalidad Shapiro-Wilk para muestras inferiores a 30 casos
presenta normalidad en el grupo tratado con acido acético glacial (control) tanto en la
conducta de nadar (W=0,881, p>0,05), de escalar (W=0,173, p>0,05) y de inmovilidad
(W=0,271, p>0,05). El grupo tratado con reserpina presenta normalidad para la
conducta de escalar (W=0,452, p>0,05), pero no en las conductas de nadar (W=0,003,
p<0,05) ni de inmovilidad (W=0,004, p<0,05) (Tabla 4.2.1.1.2).

Pruebas de normalidad

CONEXP Kolmogorov-Smirmov” Shapiro-Wilk
Estadistico gl Sig Estadistico gl Sig
NADAR  CeSrrma ‘200 o| oo3 675 o  oos
ESCALAR  LEGErpinA 226 o| 200 012 o 452
-~ ~ I 9= 27
INMOVILIDAD pe'sapinia 412 el oo o8 6 oo

Tabla 4.2.1.1.2. Pruebas de normalidad de los datos obtenidos en la fase pretest para las medidas de

nadar, escalar e inmovilidad obtenidos en el Forced Swimming Test, tanto en los grupos tratados con

reserpina (RES) como con vehiculo (AAG). El estadistico empleado es Shapiro-Wilk (W), indicado para
muestras menores de 30 casos. Significacion p>0,05.
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El conjunto de datos presenta homogeneidad de varianzas, medida con el
estadistico de Levene, tanto en la conducta de nadar (F=0,004, p>0,05), escalar
(F=1,668, p>0,05) e inmovilidad (F=0,279, p>0,05) en la fase de pretest (Tabla
4.2.1.1.3).

Prueba de homogeneidad de la varianza

Estadistico de gl gl2 Sig.
Levene
NADAR Basandose en la media 004 1 13 949
ESCALAR Basandose en la media 1,668 1 13 219
INMCWVILIDAD  Basandose en la media 279 1 13 606

Tabla 4.2.1.1.3. Pruebas de homogeneidad de varianzas de los datos obtenidos en la fase pretest en las
conductas de nadar, escalar e inmovilidad. El estadistico empleado es Levene. Significacion p>0,05.

Una vez realizados los andlisis descriptivos sobre los datos y comprobada su
normalidad y la homogeneidad de varianzas, comparamos las conductas de nadar,

escalar e inmovilidad para cada grupo.

En cuanto a la conducta de nadar, los datos obtenidos en el grupo de reserpina
no presentan normalidad (W=0,003, p<0,05) y, por tanto, realizamos para el analisis
inferencial una prueba no paramétrica equivalente a la T de Student, la U de Mann
Whitney. Empleando este estadistico no encontramos diferencias estadisticamente

significativas entre los grupos tratados con reserpina y los grupos control (p>0,05).
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El grafico muestra una disminucién no significativa (p>0,05) de la conducta de
escalada en la fase de pretest del Forced Swimming Test en las ratas tratadas con

reserpina respecto a las tratadas con vehiculo (Figura 4.2.1.1.1).
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Figura 4.2.1.1.1. En el grdfico se muestra una ligera disminucion de la conducta de nadar del grupo

tratado con reserpina(RES) respecto al grupo tratado con vehiculo (AAG), pero esta diferencia no es

estadisticamente significativa. Significacion p<0,05. Las barras de error muestran el error tipico de la
media £ 2.

La comparacion entre el grupo tratado con reserpina y el grupo tratado con
vehiculo en la conducta de escalada en la fase de pretest no muestra diferencias
significativas, medidas con el estadistico t de Student para muestras independientes

(t= 1,066, p>0,05) (Tabla 4.2.1.1.4).

Prueba de as Independiant
Prueba de Prueba T para la igualdad de medias
Levene para la
igualdad de
varianzas
F Sig. t al Sig. Diferencia | Error tip. de 95% Intervalo de
(bilateral) | de medias | la diferencia confianza para la
diferencia
Inferior Superior
Se han asumido 1668]  219] 1066 13 306 1,944 1,824 1,99 5,885
vananzas iguales
2 No se han asumido 1,223 12,05 245 1,944 1,590 -1.519 5,408
varianzas iquales 3
Tabla 4.2.1.1.4. Prueba t de Student para muestras independientes en la conducta de escalada durante
la fase pretest, comparando los grupos tratados con reserpina respecto al grupo control. Significacion
p<0,05.
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El grafico muestra una disminucién no significativa (t=1,066, p>0,05) de la
conducta de escalada en la fase de pretest del forced swimming test en las ratas

tratadas con reserpina respecto a las tratadas con vehiculo (Figura 4.2.1.1.2).
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Figura 4.2.1.1.2. En el grdfico se muestra una disminucidn no significativa de la conducta de escalar en
las ratas tratadas con reserpina (RES) respecto a las ratas tratadas con vehiculo (AAG). Significacion
p<0,05. Las barras de error muestran el error tipico de la media +2.

La comparacidn entre el grupo tratado con reserpina y el grupo tratado con
vehiculo en la conducta de inmovilidad en la fase de pretest no muestra diferencias
significativas, medidas con el estadistico U de Mann-Withney para muestras

independientes por no poder asumir la normalidad de la muestra (p>0,05).

ARANTXA BLASCO SERRA TESIS DOCTORAL



RESULTADOS 139

El grafico muestra un aumento no significativo (p>0,05) en la conducta de
inmovilidad en las ratas tratadas con reserpina respecto a las tratadas con vehiculo en

la fase de pretest del forced swimming test (Figura 4.2.1.1.3).
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Figura 4.2.1.1.3. En el grdfico se muestra un aumento en la conducta de inmovilidad en la fase de pretest
del forced swimming test en las ratas tratadas con reserpina (RES) respecto a las ratas tratadas con
vehiculo (AAG), pero este aumento no es estadisticamente significativo. Significacién p<0,05. Las barras
de error muestran el error tipico de la media 2.
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La figura 4.2.1.1.4 muestra un grafico en el que pueden observarse las
diferencias entre las conductas de nadar, escalar e inmovilidad en la fase de pretest del
forced swimming test entre los grupos tratados con reserpina respecto a los grupos

control. En ningln caso se hallan diferencias estadisticamente significativas (p>0,05).
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Figura 4.2.1.1.4. En el grdfico se muestra una ligera disminucion de las conductas de nadar y escalar en
las ratas tratadas con reserpina (RES) respecto a las ratas control (AAG), y un aumento de la conducta de
inmovilidad en las ratas tratadas con reserpina respecto a las ratas control. En ninguna de las tres
conductas las diferencias entre los grupos son estadisticamente significativas. Significacion p<0,05. Las
barras de error muestran el error tipico de la media + 2.
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4.2.1.2. Fase de test

En la Tabla 4.2.1.2.1 se muestran los estadisticos descriptivos de los datos
obtenidos en el estudio mediante Forced swimming test de sintomas depresivos en la
fase de test. Un estudio mds detallado de los descriptivos de esta muestra puede

encontrarse en el Anexo IV.

Estadisticos descriptivos
tadisticos descripti

N Media Desw. tip. Asimetria Curtosis
Estadistico | Estadistico | Error tipico | Estadistico | Estadistico | Ermror tipice | Estadistico | Error tipico
MADAR 18 B.44 1,334 5,858 42 B3 -538 1.038
ESCALAR 18 2,56 B05 3417 2,518 B3 T.228 1.038
INMOVILIDAD 18 48,00 1.629 8,011 - 482 538 -1.33 1.038
M valido (segun Esta) 13

Tabla 4.2.1.2.1. Tabla resumen de los estadisticos descriptivos para las medidas de nadar, escalar e
inmovilidad de la fase de test de forced swimming test. Se han obtenido recuento de casos, media, error
tipico de la media, desviacion tipica, asimetria y curtosis.

El test de normalidad Shapiro-Wilk para muestras inferiores a 30 casos muestra
normalidad en el grupo tratado con reserpina tanto en la conducta de nadar (W=0,951,
p>0,05), de escalar (W=0,903, p>0,05) y de inmovilidad (W=0,920, p>0,05). El grupo
tratado con acido acético glacial (control) presenta normalidad para la conducta de
nadar (W=0,900, p>0,05) y de inmovilidad (W=0,968, p>0,05), pero no para la
conducta de escalar (W=0,831, p<0,05) (Tabla 4.2.1.2.2).

Pruebas de normalidad

COMEXP Kolmogorov-Smirnov? Shapirc-Wilk
Estadistico gl Sig. : Estadistico gl Sig.
NDAR  olcrema| | 9| 00| ee1| 9| em
ESCAUR  pecemema | mr| 8| om| s o om
NMOVLIOAD peceromal ol o 0| ol o e

Tabla 4.2.1.2.2. Pruebas de normalidad de los datos obtenidos en la fase de test para las medidas de

nadar, escalar e inmovilidad obtenidos en el forced swimming test, tanto en los grupos tratados con

reserpina (RES) como con vehiculo (AAG). El estadistico empleado es Shapiro-Wilk (W), indicado para
muestras menores de 30 casos. Significacion p>0,05.
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El conjunto de datos no presenta homogeneidad de varianzas, medida con el
estadistico de Levene, en la conducta de nadar (F=6,467, p<0,05), de escalar (F=6,382,

p<0,05) ni de inmovilidad (F=6,723, p<0,05) en esta fase (Tabla 4.2.1.2.3).

Prueba de homogeneidad de la varianza

Estadistico de gl gl2 Sig.
Levene
NADAR Basandose en la media 6,467 1 16 022
ESCALAR Basandose en la media 6,382 1 16 022
INMOVILIDAD Basandose en la media 6,723 1 16 020

Tabla 4.2.1.2.3. Pruebas de homogeneidad de varianzas de los datos obtenidos en la fase pretest en las
conductas de nadar, escalar e inmovilidad. El estadistico empleado es Levene. Significacion p>0,05.

Los datos obtenidos en la conducta de nadar en la fase de test presentan
normalidad segun el estadistico Shapiro-Wilk tanto en el grupo tratado con reserpina
(W=0,951, p>0,05) como en el grupo tratado con vehiculo (W=0,900, p>0,05), aunque
no se puede asumir homogeneidad de varianzas en la muestra (F=6,467, p<0,05). Dado
que el estadistico t de Student es robusto para los datos que no cumplan
homogeneidad de varianzas, realizamos este analisis diferencial para comparar los
resultados obtenidos en esta conducta entre los dos grupos experimentales. Los
resultados muestran diferencias estadisticamente significativas entre el grupo tratado
con reserpina y el grupo tratado con vehiculo en la conducta de nadar en la fase del

test del forced swimming test (t=6,414, p<0,05) (Tabla 4.2.1.2.4).

Prusba ds mussirac indapendisntsc

Prucha de Levene para la Frucba T para la iguaidad de medias
iguaidad de vananzas
g t o Sip. (blist=ral) | DH=encla de | Emrortip. de s 55% Intervalo de conflanza
medias dferenda para la di=rencia
imever | Superce
E= han asumids BABT 22 B414 16 noo 5,333 1485 5,243 1Z418
varianzas iguakes
HADAR
Mo == han asumido BA414 10,830 000 9,333 1485 g,125 1Z=42
varianzas lguakes

Tabla 4.2.1.2.4. Prueba t de Student para muestras independientes en la conducta de nadar durante la
fase de test, comparando los grupos tratados con reserpina respecto al grupo control. Significacion
p<0,05.
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El grafico muestra una disminucién estadisticamente significativa (p<0,05) en la
conducta de nadar en las ratas tratadas con reserpina respecto a las tratadas con

vehiculo en la fase de test del forced swimming test (Figura 4.2.1.2.1).

207

104

Media de la conducta de nadar

Grupo

8arras de error /- 2 ET

Figura 4.2.1.2.1. En el grdfico se muestra una disminucion estadisticamente significativa en la conducta
de nadar en la fase de test del forced swimming test en las ratas tratadas con reserpina (RES) respecto a
las ratas tratadas con vehiculo (AAG). Significacion p<0,05. Las barras de error muestran el error tipico
de la media +2.

En el caso de los datos obtenidos en la conducta de escalar en la fase de test, la
muestra obtenida no presenta normalidad segun el estadistico Shapiro-Wilk para el
grupo tratado con 4cido acético glacial (W=0,831, p<0,05). Es por ello que procedemos
a realizar la prueba no paramétrica U de Mann-Whitney para el andlisis comparativo
entre los dos grupos experimentales para esta conducta. Los resultados no muestran
diferencias estadisticamente significativas entre el grupo tratado con reserpina y el
grupo tratado con vehiculo en la conducta de escalar en la fase del test del forced

swimming test (p>0,05).
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El grafico muestra un aumento de conducta de escalada en la fase de test del
forced swimming test en las ratas tratadas con vehiculo respecto a las tratadas con
reserpina, pero este aumento no es estadisticamente significativo (p>0,05) (Figura

4.2.1.2.2).
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Figura 4.2.1.2.2. En el grdfico se muestra un aumento en la conducta de escalar en la fase de test del
forced swimming test en las ratas tratadas con vehiculo (AAG) respecto a las ratas tratadas con
reserpina (RES), pero este aumento no es estadisticamente significativo. Significacion p<0,05. Las barras
de error muestran el error tipico de la media 2.

Los datos obtenidos en la conducta de inmovilidad en la fase de test presentan
normalidad segun el estadistico Shapiro-Wilk tanto en el grupo tratado con reserpina
(W=0,920, p>0,05) como en el grupo tratado con vehiculo (W=0,968, p>0,05), aunque
no se puede asumir homogeneidad de varianzas en la muestra (F=6,723, p<0,05). Dado
gue el estadistico t de Student es robusto pese al no cumplimiento de la
homogeneidad de varianzas, realizamos este analisis diferencial para comparar los
resultados obtenidos en esta conducta entre los dos grupos experimentales. Los
resultados muestran diferencias estadisticamente significativas entre el grupo tratado
con reserpina y el grupo tratado con vehiculo en la conducta de inmovilidad en la fase

del test del forced swimming test (t=-7,951, p<0,05) (Tabla 4.2.1.2.5).
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mmnmsmm
Prusba de Levens para ia Frueba T para |2 iguaidad de medias
ipuaidad de varianzas
F Big. t o 2ig. (bilxi=mi) | Diferencliade | Emortip. de 595% Intervalo de conflanzs
medlas |a di=rencis para ks difsrencis
el EL .
Se han asumido B, 723 J20 =7, 951 15 000 ~1z,000 15009 -15,193 8.5
varianzas iguales
INBACALIDAD
Ho se ham asumido -7.851 2480 000 -1Z.000 1508 -15.388 8812
Iguaies

Tabla 4.2.1.2.5. Prueba t de Student para muestras independientes en la conducta de inmovilidad
durante la fase de test, comparando los grupos tratados con reserpina respecto al grupo control.
Significacion p<0,05.

El grafico muestra un aumento estadisticamente significativo en la conducta de

inmovilidad en las ratas tratadas con reserpina respecto a las tratadas con vehiculo en

la fase de test del forced swimming test (Figura 4.2.1.2.3).
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Figura 4.2.1.2.3. El grdfico muestra un aumento estadisticamente significativo en la conducta de
inmovilidad en la fase de test del forced swimming test en las ratas tratadas con reserpina (RES)
respecto a las ratas tratadas con vehiculo (AAG). Significacion p<0,05. Las barras de error muestran el

error tipico de la media + 2.
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En la figura 4.2.1.2.4 pueden observarse las diferencias entre las conductas de
nadar, escalar e inmovilidad en la fase de test del forced swimming test entre los
grupos tratados con reserpina respecto a los grupos control. Existen diferencias
estadisticamente significativas entre el grupo tratado con reserpina y el grupo tratado

con vehiculo en las conductas de nadar y de inmovilidad, pero no en la conducta de

escalada.
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Figura 4.2.1.2.4. En el grdfico se muestra una disminucion de la conducta de nadar y un aumento en la
conducta de inmovilidad estadisticamente significativos en las ratas tratadas con reserpina (RES)
respecto a las ratas control (AAG). En cambio no existen diferencias estadisticamente significativas en la
conducta de escalar entre los dos grupos. Significacion p<0,05. Las barras de error muestran el error
tipico de la media + 2.
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4.2.2. Novelty-Suppressed Feeding Test

4.2.2.1. Estudio del consumo de comida

La reserpina produce una marcada anorexia en la fase aguda de su efecto,
desde la primera dosis hasta el cuarto dia posterior a la Ultima administracién de
reserpina. Este efecto adverso solo se observa en los animales tratados con reserpina,

y su severidad disminuye progresivamente tras la ultima dosis.

Una comparaciéon detallada del consumo de comida entre los grupos tratados
con reserpina y los grupos tratados con vehiculo muestra que no existen diferencias
estadisticamente significativas entre ambos en la ingesta de comida durante los cinco

dias de habituacidn (t=-0,623, p>0,05) (Tabla 4.2.2.1.1).

Prusba de musciras Inuemulum

Prueba de Levens para |3 Prusta T para la iguaidad de medias

Igualdad de varianzas

F g t o 2. (liateral) | Diferenc de | Erortp. oz 95% Intervals de confanzs

medias diferencia para la dferencia

Inferor BEHM

A5 -623 17 -] -1,72824 27Tsm ~T 58455 4AZTTT

Se han asumido 4,387

varanzas iguales
MEDIAHAS ‘

Mo s& han asumido 15,145 535 -1.7zB4L 2,72433 -7 45544 404255

‘ -534

Varanzys Iuall:s

Tabla 4.2.2.1.1. Prueba T de Student para muestras independientes que no muestra diferencias
estadisticamente significativas (t=-0,623, p>0,05) de ingesta en los dias de habituacion entre los grupos
control (AAG) y reserpinizados (RES). El nivel de significacion es p<0,05.
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Durante la fase de implantacion del modelo (administracion de
reserpina/vehiculo 1mg/kg durante tres dias consecutivos), no se muestran diferencias
estadisticamente significativas entre el grupo tratado con reserpina y el grupo control
tras la primera administracion (t=-0,275, p>0,05), pero si tras la segunda (t=7,273,

p<0,05) y tercera administracion (t=16,892, p<0,05) (Tabla 4.2.2.1.2).

Prusha de musctrac Indepandianbsc

Pructa de Levene para la Frueba T para la igualdad de medas
e
F =1 ] al Sig. (blateral) | Difersndade | Emortip. dels 95% Imermio de conflanzs
medias diferencia para s disrencis
h‘ﬁ Eﬂ

Se han asumido B1E A43 ~ZTS 17 T -1,0478 3,8053 -5,0762 B.5507
varianzas iguaies

RE31
Mo s han asumbdo -280 18,563 JES -1,0478 37434 8,972 EETEE
Varisnzas iguakes
S han asumido 1,517 L35 7263 17 000 16,5300 22758 11,7285 13315
varianzas iguaies

RE32
MO 5& han asumido 7132 14,383 000 16,5300 231m 11,5724 14576
varianzas iguaies
Se han asumido 6,402 furrd 17485 17 000 13,0378 10858 16,7406 13349
varianzas iguaies

RES3
Mo s han asumbdo 15,832 11,309 000 12,0378 112 18,5655 21510
Varisnrss Huale!.

Tabla 4.2.2.1.2. Tabla T de Student para muestras independientes donde no se muestran diferencias
estadisticamente significativas entre los grupos reserpina (RES) y control (AAG) en la ingesta de comida
tras la primera administracion de reserpina (t=-0,275, p>0,05), pero si tras la sequnda (t=7,273, p<0,05) y

tercera (t=16,892, p<0,05). El nivel de significacion es p<0,05.
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Tras finalizar el periodo de reserpinizacion, las diferencias en el consumo de
comida entre ambos grupos persisten durante el dia 1 (t=14,259, p<0,05), 2 (t=7,231,
p<0,05), y 3 (t=3,293, p<0,05) tras la ultima administracion de reserpina, pero el cuarto
dia ya no se observan diferencias estadisticamente significativas entre ambos grupos

(t=0,549, p>0,05) (Tabla 4.2.2.1.3).

Frusba do mussiras independienios

Prusta ge Levens pars i Prusta T para is iguakdad de medas
igusidad o varanzas
F Sig. [} al Sig. (bllab=ral) Diferencia de | Emor Bip. de la 55% Int=rvaio de conflanza
medias dferencla |  pornbadBerenclhy |
infierior Eﬂ

Be Fan asurmioo 3z,888 000 15,088 7 L0000 20,7887 1,3796 175761 35973
vananzas igusies

REC1
Mo 5= han asumido 14,253 8,108 S0 07867 14577 174329 24,1405
varianzas iguales
Be Fan asumido 5,852 005 7542 7 SO0 15 4285 24483 13,2877 I3 s
wananzas igusies

REC2
Mo 5= han asumido 7.231 10,044 S0 18,4489 25514 1Z.7650 24,1328
varianzas iguales
Be Fan asumido 00z 66 3,283 7 SO0 2, 6667 2,59353 34TIT 15,8596
wananzas igusies

REC3
Mo 5= han asumido 3,302 16,957 S0 2,666T7 29253 34936 158357
varianzas iguales
Be Fan asumido T80 386 -] 7 S50 1,6300 2.59681 -4 5322 TEa22
wananzas igusies

REC4L
Mo s Fan asumido 585 14,553 =3 1,6300 2,BBES ~4.5362 T.7962
wananzas iuall::

Tabla 4.2.2.1.3. Prueba T de Student para muestras independientes realizada para la comparacion de la
ingesta de comida entre los grupos control (AAG) y reserpina (RES) tras el periodo de reserpinizacion. Se
encuentran diferencias significativas en el dia 1 (t=14,259, p<0,05), dia 2 (t=7,231, p<0,05) y dia 3
(t=3,293, p<0,05) tras la ultima administracion de reserpina, pero no el cuarto dia (t=0,549, p>0,05). El
nivel de significacion es p<0,05.

Ademas, el cuarto dia después de la ultima dosis de reserpina los valores de
ingesta son similares a la media del consumo de comida observados en el periodo de

habituacién (t=1,582, p>0,05) (Tabla 4.2.2.1.4).

Pruaba de fras n
Diferencias relaconadas 1 gl Sk, ilat=ral)
Media Desviackon tip. | Ermor tip. de la | 95% Iniervalo de conflanza para
madia la giferencia
Inferior SuErk]r
par 1 MEDIAHAD - REC4 236316 i1 ey 1 81025 - 34005 B.66535 1,582 18 131
—— —

Tabla 4.2.2.1.4. Prueba T de muestras relacionadas que comparala media de los dias de habituacion con
el cuarto dia tras la reserpinizacion. No se encuenran diferencias estadisticamente significativas
(t=1,582, p>0,05). El nivel de significacion es p<0,05.
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El siguiente grafico muestra la evolucién del consumo de comida de los dos
grupos desde el inicio de la habituacidon hasta el cuarto dia posterior a la ultima
administracién de reserpina/vehiculo, dia a partir del cual se inicia la restriccion de

comida previa al test (Figura 4.2.2.1.1).
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Figura 4.2.2.1.1. Registro de la ingesta diaria de comida durante el periodo de
habituacion, de tratamiento y de recuperacion. Nivel de significacion p< 0,05.
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4.2.2.2. Estudio de conducta durante el test

En la Tabla 4.2.2.2.1 se muestran los estadisticos descriptivos de los datos de
sintomas depresivos obtenidos en el estudio mediante Novelty suppressed feeding
test. Un estudio mas detallado de los descriptivos de esta muestra puede encontrarse

en el Anexo V.

Estadisticos descriptivos
— S—] _Media_ _Desv.lip. | Asimetria 0 Cunoses
Estadistico | Estadisbco | Error lipico | Estadistico | Estadistico | Emor tipeco | Estadistico | Ermor tipico
TIEMPOCOMER 18 41750 51961 2,20451 1,106 536 1577 1,038
AACERCARSEMIN 18 12764 23017 are54 665 536 - 139 1,038
TOCAROLERMIN 18 .27 16523 0101 962 536 024 1,038
N vaido (segun hsta) 18

Tabla 4.2.2.2.1. Tabla resumen de los estadisticos descriptivos para las medidas de tiempo en comer,
veces acercarse por minuto y veces tocar y oler por minuto en el Novelty suppressed feeding test . Se han
obtenido recuento de casos, media, error tipico de la media, desviacion tipica, asimetria y curtosis.

El test de normalidad Shapiro-Wilk para muestras inferiores a 30 casos
presenta normalidad para todos los grupos en todas las variables (p>0,05), tal como se

muestra en la Tabla 4.2.2.2.2.

Pruebas de normalidad

GRUPO Kolmogorov-Smimov* Shapiro-Wilk
Estadistico gl Sig. Estadistico gl Sig.
e I R R I
AACERCARSEMIN .2 w| o 0| er| 8| en
-2 - - - I

Tabla 4.2.2.2.2. Pruebas de normalidad de los datos obtenidos en el Novelty suppressed feeding test,
tanto en los grupos tratados con reserpina (RES) como con vehiculo (AAG). El estadistico empleado es
Shapiro-Wilk (W), indicado para muestras menores de 30 casos. Significacion p>0,05.
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El conjunto de datos presenta homogeneidad de varianzas en todos los casos,
medida con el estadistico de Levene, tanto en el tiempo en comer (F=01,026, p>0,05),
en las veces que el animal se acerca al centro (donde estd la comida) (F=3,967,
p>0,05), y en las veces que el animal toca y huele la comida por minuto (F=4,480,

p>0,05) (Tabla 4.2.2.2.3).

Prueba de homogeneidad de la varianza

Estadistico de gl gl2 Sig.
Levene
TIEMPOCOMER Basandose en la media 1,026 1 16 326
AACERCARSEMIN Basandose en la media 3,967 1 16 ,064
TOCAROLERMIN Basandose en la media 4,480 1 16 ,050

Tabla 4.2.2.2.3. Pruebas de homogeneidad de varianzas de los datos obtenidos en Novelty suppressed
feeding test. El estadistico empleado es Levene. Significacion p>0,05.

Realizamos una prueba T de Student para muestras independientes para la
comparacion de los grupos reserpina (RES) y vehiculo (AAG) en la variable veces que el
animal se acerca al centro (donde esta la comida) por minuto. Los resultados muestran
diferencias estadisticamente significativas entre el grupo tratado con reserpina y el

grupo tratado con vehiculo (t=-1,39014, p<0,05) (Tabla 4.2.2.2.4).

Drashede musstias independiontes
—

Prueta de Levens para ba Prusta T par Is gusidad de madias
igusliing de varmnzas
F £ L] o Sg Drlmrwncis e | Emor tip de 95% Intervalo e confieees
(vdateral) medias la giferencia Dara la dferencis

Sa han asumido 387 oA 4303 " 001 1,580 00 207505 52
AACERCARSE  varascas iguales

MIN No se man asumigo 4303) woxr 002 138004 A2300 2,10870 67052
zanancas gesies

Tabla 4.2.2.2.4. Prueba T de muestras independientes para la variable Veces acercarse por minuto.
Existen diferencias estadisticamente significativas entre el grupo tratado con reserpina y el grupo
tratado con vehiculo (t=-1,39014, p<0,05). Nivel de significacién p<0,05.
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El grafico expuesto a continuacién muestra una disminucién estadisticamente
significativa en las veces que el animal se acerca al centro (donde esta la comida) por
minuto en las ratas tratadas con reserpina respecto a las tratadas con vehiculo en el

Novelty Suppressed Feeding Test (Figura 4.2.2.2.1).

3.004

2,007

Veces acercarse/minuto

Grupo

Barras de error 4/~ 2 €7

Figura 4.2.2.2.1. El grdfico muestra un descenso estadisticamente significativo en las veces que el animal
se acerca a la comida por minuto en las ratas tratadas con reserpina (RES) respecto a las ratas tratadas
con vehiculo (AAG). Significacion p<0,05. Las barras de error muestran el error tipico de la media + 2.

En segundo lugar, también realizamos una prueba T de Student para muestras
independientes para la comparacion de los grupos reserpina (RES) y vehiculo (AAG) en
la variable veces que el animal huele y toca la comida del centro. Los resultados
muestran diferencias estadisticamente significativas entre el grupo tratado con

reserpina y el grupo tratado con vehiculo (t=-2,960, p<0,05) (Tabla 4.2.2.2.5).

Hiunta de st ae Widependentes

YA O Lavere Dare FALsnn T B 10 Guasied 08 medes

guANSad dm vanansas

r T A\l o L] Duicsentia se | Emor lip. de DA itevvalo de confanen
I(béwrternl) ~udime m dforencie par s Sterunos

i R o
— LD LS.

el Nt aesrie 4 A0 oo 2 o " Dok S1360 2TME 196008 aak

TOCAROLENAL  wiransms usies

" PO e B AR 2 V0 i o AR 2T Tarrs Iowr

Salaicue guaies

Tabla 4.2.2.2.5. Prueba T de muestras independientes para la variable veces que el animal toca y huele
la comida por minuto. Existen diferencias estadisticamente significativas entre el grupo tratado con
reserpina y el grupo tratado con vehiculo (t=-2,960, p<0,05). Nivel de significacion p<0,05.
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El siguiente grafico muestra una disminucion estadisticamente significativa en
las veces que el animal se hule y toca la comida por minuto en las ratas tratadas con
reserpina respecto a las tratadas con vehiculo en el Novelty suppressed feeding test

(Figura 4.2.2.2.2).

2,004

1,504

£.004
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Figura 4.2.2.2.2. £l grdfico muestra un descenso estadisticamente significativo en las veces que el animal
toca y huele la comida por minuto en las ratas tratadas con reserpina (RES) respecto a las ratas tratadas
con vehiculo (AAG). Significacion p<0,05. Las barras de error muestran el error tipico de la media + 2.

En dltimo lugar, realizamos una prueba T de Student para muestras
independientes para la comparacion de los grupos reserpina (RES) y vehiculo (AAG) en
la variable tiempo en comer. Los resultados muestran diferencias estadisticamente
significativas entre el grupo tratado con reserpina y el grupo tratado con vehiculo

(t=3,085, p<0,05) (Tabla 4.2.2.2.6).
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Prosta de musstras tmum

Pructia do Levene parm & Preba T pam & igualdad de medas
w de vanxuas
¥ sg 1 ¢ | =g ey | Dferencade | Emortip de | 95% misrvao de confanzs
medas W dferenca s W dferenca
111 Supercr
Se han asumido 1,026 32| 3088 16 007 261667 B4B2G BIBS 441485
TIEMPOCCM  varianzas igales
ER Mo 5 han asumido 3085 | 13296 009 261667 84025 782G 4.44508
vunmnﬂn

Tabla 4.2.2.2.6. Prueba T de muestras independientes para la variable tiempo en comer. Existen
diferencias estadisticamente significativas entre el grupo tratado con reserpina y el grupo tratado con
vehiculo (t=3,085, p<0,05). Nivel de significacion p<0,05.

El siguiente grafico muestra un aumento estadisticamente significativo en el
tiempo que el animal tarda en comer en las ratas tratadas con reserpina respecto a las

tratadas con vehiculo en el Novelty suppressed feeding test (Figura 4.2.2.2.3).

6.00+
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Figura 4.2.2.2.3. El grdfico muestra un aumento estadisticamente significativo en el tiempo que el
animal tarda en comer entre las ratas tratadas con reserpina (RES) respecto a las ratas tratadas con
vehiculo (AAG). Significacion p<0,05. Las barras de error muestran el error tipico de la media 2.
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4.3. RESULTADOS DEL ESTUDIO DE SUENO

4.3.1. Resultados de los aspectos conductuales del suefio

En la Tabla 4.3.1.1 se observan los estadisticos descriptivos de los parametros

conductuales estudiados mediante el analisis de los videos de los registros: tiempo de

suefio por hora, segmentos de suefio por hora, sacudidas por hora de suefo, y

duracion promedio de los segmentos de suefio; agrupados segun la fase del estudio:

fase control, fase de administracién, y 12, 22 y 32 semana posteriores a la ultima

administracion de reserpina.

Estadisticos descriptivos

N Media Desuv. tip.

Estadistico Estadistico Error tipico Estadistico
SUENOH_CONTROL 5 ,7023 ,04366 ,09763
SUENOH_ADM 5 ,7500 ,07202 ,16105
SUENOH_1A.PR 5 ,6753 ,04074 ,09109
SUENOH_2A.PR 4 ,7625 ,02862 ,05724
SUENOH_3A.PR 4 ,7231 ,04735 ,09470
SEGMENTOSH_CONTROL 5 5,3683 ,52762 1,17978
SEGMENTOSH_ADM 5 6,3750 ,77156 1,72527
SEGMENTOSH_1A.PR 5 4,6208 ,75727 1,69330
SEGMENTOSH_2A.PR 4 3,9583 ,21109 ,42219
SEGMENTOSH_3A.PR 4 4,9531 ,59093 1,18187
SACUDIDADH_CONTROL 5 24,2867 1,75110 3,91557
SACUDIDASH_ADM 5 66,6750 13,30623 29,75362
SACUDIDASH_1A.PR 5 41,8292 6,97524 15,59710
SACUDIDASH_2A.PR 4 40,7500 11,13111 22,26222
SACUDIDASH_3A.PR 4 34,4063 4,82402 9,64804
DURACIONSEGM_CONTROL 5 643,1973 77,11551 172,43552
DURACIONSEGM_ADM 5 598,3200 66,69533 149,13529
DURACIONSEGM_1A.PR 5 759,0633 117,57242 262,89992
DURACIONSEGM_2A.PR 4 853,9583 4,23846 8,47691
DURACIONSEGM_3A.PR 4 684,9000 50,82611 101,65222
N vélido (segun lista) 4

Tabla 4.3.1.1. Resumen de los descriptivos de los pardmetros suefio por hora, segmentos por hora,
sacudidas por hora y duracion promedio de los segmentos, agrupados los valores por periodos del

estudio: control, administracion y 19, 29 y 39 semana post- reserpina.
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Las pruebas de normalidad, empleando el estadistico Shapiro-Wilk para
muestras inferiores a 30 casos, muestran que los datos no se distribuyen de forma

normal (Tabla 4.3.1.2).

Shapiro-Wilk
Estadistico gl Sig.
SUENOH_CONTROL ,829 4 ,166
SUENOH_ADM ,857 4 ,248
SUENOH_1A.PR ,878 4 ,330
SUENOH_2A.PR ,824 4 ,153
SUENOH_3A.PR ,767 4 ,055
SEGMENTOSH_CONTROL ,827 4 ,159
SEGMENTOSH_ADM ,984 4 ,922
SEGMENTOSH_1A.PR ,867 4 ,284
SEGMENTOSH_2A.PR ,775 4 ,065
SEGMENTOSH_3A.PR ,981 4 ,910
SACUDIDADH_CONTROL ,900 4 ,432
SACUDIDASH_ADM ,908 4 ,474
SACUDIDASH_1A.PR ,818 4 ,139
SACUDIDASH_2A.PR ,910 4 ,482
SACUDIDASH_3A.PR ,837 4 ,186
DURACIONSEGM_CONTROL ,880 4 ,337
DURACIONSEGM_ADM ,972 4 ,856
DURACIONSEGM_1A.PR ,990 4 ,960
DURACIONSEGM_2A.PR ,946 4 ,693
DURACIONSEGM_3A.PR ,865 4 ,279

Tabla 4.3.1.2. Resumen de las pruebas de normalidad mediante el estadistico Shapiro-Wilk. Nivel de
significacion p<0,05.
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Al tratarse de una muestra no normal con un nimero reducido de ejemplares,
empleamos el estadistico de contraste no paramétrico de Friedman para
comparaciones multiples de medidas relacionadas. En la tabla X se muestra un
resumen de la significacion obtenida mediante el test de Friedman, en el que se
observa que Unicamente existen diferencias estadisticamente significativas en el

parametro de sacudidas por hora (sign. 0,031; p<0,05) (Tabla 4.3.1.3).

PARAMETRO SUENO N SIGNIFICACION
ASINTOTICA
SUENO/H 4 0,699
SEGMENTOS/H 4 0,110
SACUDIDAS/H 4 0,031
DURACION SEGMENTOS 4 0,231

Tabla 4.3.1.3. Resumen del andlisis mediante prueba no paramétrica Friedman de los distintos
pardmetros suefio por hora, segmentos por hora, sacudidas por hora y duracién promedio de los
segmentos. Estadistico de contraste chi-cuadrado. Nivel de significacion p<0,05.

Un andlisis pormenorizado de comparacidn por pares empleando el estadistico
no paramétrico de Wilcoxon en el que se comparan las distintas fases temporales de
cada parametro respecto al periodo control, muestra que las diferencias significativas
en la variable de sacudidas por hora se observan entre el periodo control y la fase de
administracion (Z=-2,023; p<0,05) y entre el periodo control y la 12 semana tras la

ultima administracion de reserpina (Z=-2,023; p<0,05) (Tabla 4.3.1.4).
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PARAMETROS CONTRASTADOS ESTADISTICO (Z) WILCOXON | SIGNIFICACION ASINTOTICA
(BILATERAL)

SUENO/H_CONTROL- SUENO/H_ADMIN | 0,944 0,345

SUENO/H_CONTROL- SUENO/H_12 0,674 0,500

SEMANA

SUENO/H_CONTROL- SUENO/H_22 -1,095 0,273

SEMANA

SUENO/H_CONTROL- SUENO/H_32 0,000 1,000

SEMANA

SEGMENTOS/H_CONTROL- -1,214 0,225

SEGMENTOS/H_ADMIN

SEGMENTOS/H_CONTROL- -1,214 0,225

SEGMENTOS/H_12 SEMANA

SEGMENTOS/H_CONTROL- -1,826 0,068

SEGMENTOS/H_22 SEMANA

SEGMENTOS/H_CONTROL- 0,000 1,000

SEGMENTOS/H_32 SEMANA

SACUDIDAS/H_CONTROL- -2,023 0,43

SACUDIDAS/H_ADMIN

SACUDIDAS/H_CONTROL- -2,023 0,43

SACUDIDAS/H_12 SEMANA

SACUDIDAS/H_CONTROL- -1,461 0,144

SACUSIDAS/H_22 SEMANA

SACUDIDAS/H_CONTROL- -1,461 0,144

SACUDIDAS/H_32 SEMANA

DURACION SEGM_CONTROL- DURACION | -0,405 0,686

SEGM_ADMIN

DURACION SEGM_CONTROL- DURACION | -0,944 0,345

SEGM_12 SEMANA

DURACION SEGM_CONTROL- DURACION | -1,826 0,068

SEGM_22 SEMANA

DURACION SEGM_CONTROL- DURACION | 0,000 1,000

SEGM_32 SEMANA

Tabla 4.3.1.4. Resumen de la comparacion por pares mediante el test no paramétrico de Wilcoxon. Cada
periodo del estudio ( administracion y 19, 29 y 39 semana post- reserpina) se ha comparado con el
periodo control. Nivel de significacion p<0,05.
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A continuacidn se muestra una representacion grafica de cada parametro para
los distintos periodos temporales: control, administracién, 12, 22 y 32 semana post-
reserpina (Figura 4.3.1.1). Observando las graficas, podemos ver que el tiempo total de
suefio apenas varia a lo largo del estudio. En cambio, la segmentacion del suefio
aumenta durante el periodo de administracion y disminuye en el periodo post-
reserpina, aunque los valores no son estadisticamente significativos. En cuanto a las
sacudidas por hora, observamos un aumento significativo respecto al periodo control
en las fases de administracién y 12 semana post-reserpina. Este aumento del nimero
de sacudidas se mantiene respecto al control en la 22 y 32 semana post-reserpina,
aunque los datos muestran que las diferencias no son estadisticamente significativas,
probablemente por la elevada variabilidad que se observa. Respecto a la duracion
promedio de los periodos de suefio, disminuye durante la fase de administracién y
aumenta en las semanas post-reserpina respecto al periodo control, pero las

diferencias no resultan estadisticamente significativas.
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Figura 4.3.1.1. Representacion grdfica de los pardmetros suefio por hora, segmentos por hora, sacudidas
por hora y duracion promedio de los segmentos, agrupados los valores por periodos del estudio: control,
administracion y 19, 29y 39 semana post- reserpina.
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4.3.2. Resultados de los aspectos electrofisioldgicos del sueiio

4.3.2.1. Proporcién REM-SWS vy transicion entre estados

Se observaron cambios significativos en la proporcién de periodos REM-SWS (de
entre las ventanas que cumplieron las caracteristicas, n= 22613; test de Chi-cuadrado,
p < 0.001). En control, menos periodos de REM que SWS (41.2 % frente a 58.8 %
respectivamente). Los dias de administracion la proporcidn de REM aumenta (79.2 %).
En las tres semanas post-reserpina, la proporcién de casos identificados como REM va
disminuyendo (12 semana: 35.2 %; 22 semana: 31.7 %; 32 semana: 21.1 %), y los casos
identificados como SWS van aumentando inversamente. Todas las comparaciones
post-hoc entre cada periodo con el control resultaron significativas (Chi-cuadrado, p <

0.001) (Figura 4.3.2.1.1).

*ER

4.0001 —]

3,000

2.0007

n° de ventanas

1.0007

control admin lasemana 2asemana Jasemana

Figura 4.3.2.1.1. Distribucion de las ventanas de 10 s analizadas segun su clasificacion como REM
(potencia relativa theta > 50 % y EMG-RMS < 0.03) o SWS (potencia de delta y ondas lentas > 50 %). En
control, hay una menor proporcion REM:SWS. La administracidn de reserpina hace que aumente esta
proporcion temporalmente y en las semanas post-reserpina, disminuye la proporcion REM:SWS.
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Se analizé el numero de ventanas en las que se daba una transiciéon entre
estados REM, SWS o no clasificado (n=76464). El test de Chi-cuadrado indico
diferencias significativas (p < 0.001), con comparaciones posteriores dos a dos: en el
control, hubo un 18.4 % de ventanas de transicidén; los dias de administracion de
reserpina, las transiciones disminuyeron significativamente respecto del control (16.6
%; p < 0.001); en la primera semana post-reserpina no se obtuvieron diferencias
significativas (18.2 %; p = 0.638), pero en las semanas 22 (20.7 %; p < 0.001) y 32 (19.9

%; p < 0.001) hubo un aumento de ventanas de transicion (Figura 4.3.2.1.2).
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Figura 4.3.2.1.2. Distribucidn de las ventanas de 10 s analizadas segun su clasificacion como Transicion o
No transicion. La reserpina reduce la proporcion de transiciones en los dias de administracion, pero una
mayor proporcion respecto del control en las semanas 292 y 39 post-reserpina.

4.3.2.2. Ventanas con quietud en el EMG

En los dias previos a la administracién de la reserpina, un 68.5 % de las
ventanas de suefio analizadas presentaron actividad en el EMG identificada como de

quietud (RMS normalizado inferior a 0.03). En los dias de administracidon de reserpina,
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un 93.5 % de los periodos de suefio analizados cumplieron esta condicion. En cambio,
la proporcion disminuyé progresivamente en las tres semanas post-reserpina (12
semana: 53 %; 22 semana: 50.8 %; 32 semana: 49.3 %). Tanto las comparaciones
globales como las comparaciones dos a dos con el control revelaron diferencias

significativas en todos los casos (Chi-cuadrado, p < 0.001) (Figura 4.3.2.2.1).
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Figura 4.3.2.2.1. Distribucion de las ventanas de 10 s analizadas segun su clasificacion de atonia (EMG-
RMS < 0.03). En el suefio control, hay mayoria de periodos con quietud en el EMG (atonia). La
administracion de reserpina provoca una mayor atonia temporalmente y en las semanas siguientes
aumenta la actividad muscular y disminuye la proporcion de periodos de atonia.

4.3.2.3. Correlacidén entre la potencia relativa de la banda theta y la amplitud del EMG

Dado que los periodos de suefio REM se caracterizan por una elevada actividad
en el rango theta y una baja amplitud en el EMG, se analizd la correlacidon de
Spearman, para muestras no normales, entre la potencia relativa de theta y la
actividad muscular, medidas como media y desviacion estandar del RMS-EMG en los

periodos no identificados como suefio SWS.
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En el periodo control se encontré una correlacidon negativa significativa entre la
potencia relativa de theta y la actividad muscular. En el periodo de administracién la
correlacion se mantuvo, tanto con la media del RMS-EMG como con su desviacion
estdndar. En los periodos post-reserpina, la correlaciéon entre la actividad EMG vy la
oscilacion theta se perdié durante la segunda semana. Los valores de correlacion y

significacidn se recogen en la Tabla 4.3.2.3.1.

media del RMS-EMG desv. est. del RMS-EMG
rho de Sign. (2 rho de Sign. (2
Spearman colas) Spearman colas)
control -0,028153 | 0,000081*** | -0,026779 |0,000178%***
administracion| -0,167564 | 0,000000*** | -0,152106 | 0,000000%***
12 semana -0,022038 | 0,00709*** | -0,164328 | 0,000000***
22 semana 0,000869 0,932768 0,003615 0,725518
32 semana -0,044471 | 0,000003*** | -0,079093 | 0,000000%***

Tabla 4.3.2.3.1. Correlacion (Spearman) entre la actividad muscular (media y desv. est. del EMG-RMS) y
la potencia relativa de la actividad theta. Durante el suefio control, existe una correlacion negativa entre
la actividad muscular y la potencia de la banda theta, debido a que los periodos de REM se caracterizan
por una elevada actividad theta con atonia muscular. Esta correlacion se pierde durante la seqgunda
semana post-reserpinizacion.

4.3.2.4. Analisis espectral: potencia relativa

Para la caracterizacién de la actividad oscilatoria se analizé en primer lugar la
composicion espectral, en el rango 0.3-100 Hz, para cada ventana de suefio. Los
valores encontrados para cada periodo se pueden encontrar en las Tablas 4.3.2.4.1 y
4.3.2.4.2 lLas gréficas de la evolucién mostradas en la Figura 4.3.2.4.1 muestran
cambios en las potencias relativas (porcentaje de potencia de cada banda respecto del
total en el rango 0.3-100 Hz), calculadas a partir del total de ventanas analizadas (n=

76465).
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Las comparaciones multiples (Friedman) y las correspondientes comparaciones
dos a dos respecto del control (Wilcoxon) se realizaron a partir del promedio de las
ventanas para cada animal (n=5), por lo que el aumento en la variabilidad enmascara

algunos de los cambios apreciables en las graficas.

En los animales control, como corresponde al suefio fisioldgico, las frecuencias
lentas (< 10 Hz) fueron predominantes, con periodos de ondas lentas y delta (en
general, considerados SWS), alternos con ventanas de claro predominio en la banda
theta, propio del suefio REM, ademas de ventanas no clasificadas como SWS ni REM,

de transicion entre ambos estados o hacia la vigilia.

Entre las frecuencias bajas (Tabla 4.3.2.4.1), las ondas lentas (0.3-1.5 Hz)
presentaron incrementos estadisticamente significativos a partir de la segunda
semana, mayores durante la tercera semana post-reserpina. La banda delta (1.5-4 Hz)
no se vio afectada por la administracién de reserpina ni en los dias posteriores a su
administracion. Tampoco se pudieron detectar cambios estadisticamente significativos
en la potencia relativa de la oscilacién theta (4-10 Hz). Las spindles (10-16 Hz) si

disminuyeron significativamente durante la tercera semana post-reserpina.

De entre las oscilaciones de frecuencias mas rapidas (Tabla 4.3.2.3) dnicamente
beta (16-30 Hz) y gamma alto (60-90 Hz) presentaron disminuciones estadisticamente
significativas en los dias de administraciéon. No obstante, las oscilaciones rapidas
presentaron una mayor variabilidad interindividuo, por lo que el estudio detallado se

centrd Unicamente en las frecuencias lentas.
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Figura 4.3.2.4.1. Evolucion temporal de los ratios de potencia relativa para cada banda (media + error
estdndar), analizados en el total de ventanas de 10 s (n=76465) mediante andlisis espectral.
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potencia relativa (%) Sign. (2 colas)
control 8,98 + 1,09 -
Ondas lentas administracion 8,76 + 1,20 0,1024
(0.3-1.5 Hz)
1" semana 10,65 + 1,67 0,2772
Friedman .
p=0,001"" 2" semana 1,77 2,14 0,0470
3" semana 1296 £+ 217 < 0,001 """
control 23,75 + 2,69 -
Delta administracion 28,70 + 2,53 0,0615
(1.5-4 Hz)
1" semana 24,18 £ 2 31 0,9039
Friedman
p=0,535 2" semana 24,37 + 2,89 0,1398
3" semana 23604312 0,3635
control 46,66 + 2,95 -
Theta administracion 45,04 + 2,48 0,4631
(1.5-10 Hz)
1" semana 44 86 + 2,90 0,2598
Friedman
p=0,264 2" semana 43,97 +3,28 0,2330
3" semana 4359 + 3,19 0,0609
control 10,86 + 0,64 -
Spindles administracién 10,27 + 0,84 0,5540
(10-16 H2)
1" semana 10,60 + 0,68 0,1365
Friedman
p=0,018" 2" semana 10,50 + 0,64 0,2560
3" semana 10,05 + 0,80 0,0356*

Tabla 4.3.2.4.1. Resultados estadisticos de las potencias relativas de las bandas de baja frecuencia,
calculadas a partir del promedio para cada animal (n=5). Comparaciones multiples para muestras
apareadas (Friedman) y significacion en comparaciones dos a dos (Wilcoxon).* p < 0.05; ** p < 0.01;

**%n< 0,001

En la tercera semana post-reserpina, aumentan las ondas lentas y disminuyen las spindles, con una

tendencia a la reduccion de la banda theta.
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potencia relativa

Sign. (2 colas)

control 6,67 £ 0,62 -
Beta
(16-30 Hz) administracion 5,21+0,62 0,0129*
12 semana 6,87 £ 0,90 0,1075
Friedman
22 semana 6,69 +£0,57 0,2805
p=0,033*
32 semana 6,64 £ 0,65 0,2805
control 1,14 £ 0,15 -
Gamma bajo
(30-60 Hz) administracion 1,16 + 0,24 0,9811
12 semana 1,34 £ 0,23 0,3547
Friedman
22 semana 1,23+0,15 0,3635
p=0,077
32 semana 1,35+0,20 0,5320
control 0,44 + 0,10 -
Gamma alto
(60-90 Hz) administracion 0,26 + 0,06 0,0029%**
12 semana 0,38 £ 0,07 0,4688
Friedman
22 semana 0,44 £ 0,06 0,1914
p=0,002**
32 semana 0,50+0,08 0,9096
control 1,02 £ 0,40 -
Epsilon
(90-100 Hz) administracion 0,25+ 0,06 0,0929
12 semana 0,35+ 0,07 0,8563
Friedman
22 semana 0,39+0,04 0,1728
p=0,138
32 semana 0,44 + 0,07 0,4265

Tabla 4.3.2.4.2. Resultados estadisticos de las potencias relativas de las bandas de alta frecuencia,
calculadas a partir del promedio para cada animal (n=5). Comparaciones multiples para muestras
apareadas (Friedman) y significacion en comparaciones dos a dos (Wilcoxon).* p < 0.05; ** p < 0.01;
**¥*p< 0.001. No se obtuvieron resultados estadisticamente significativos a estas frecuencias en el
periodo post-reserpina.
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La Figura 4.3.2.4.2 muestra los espectros de potencia de ventanas de 10 s de
suefo de ondas lentas y de REM en periodos control, administracién y tercera semana
post-reserpina. Puede observarse la intrusion de ondas a diferentes frecuencias
durante el suefio REM vy la apariciéon de un pico de 7-8 Hz durante el suefio de ondas

lentas en el periodo de post-reserpina.
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Figura 4.3.2.4.2. Espectros de potencias de ventanas de 10 s de control, administracion y tercera semana
post-reserpina correspondientes a suefio de ondas lentas (SWS, arriba) y a REM (abajo). En los periodos
de SWS puede observarse un aumento de actividad theta en el periodo de administracién y una
traslacion hacia frecuencias mds bajas en el periodo de post-reserpina, con un pico de actividad
alrededor de 7-8 Hz. En la ventana de REM en control, la actividad theta es prdcticamente exclusiva; en
la administracion, puede observarse como el pico de actividad theta coexiste con actividad a otras
frecuencias, mds evidente en el periodo de post-reserpina.

4.3.2.5. Andlisis wavelet

Con el objetivo de caracterizar la actividad oscilatoria con una mejor resolucién
temporal, se empled el analisis wavelet de las oscilaciones de bajas frecuencias, que
habian presentado una mayor homogeneidad en la respuesta interindividual en el

analisis espectral.
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Para cada ventana, se detectaron los puntos de potencia maxima en el rango 0.5-
12 Hz y se calculd su frecuencia media. Se observé una tendencia estadistica (Friedman
p = 0.065) a la disminucién de la frecuencia. Concretando la deteccion de maximos a la
banda theta, se obtuvieron resultados significativos para todos los periodos desde la
administracion de la reserpina, con una reduccién de la frecuencia. Las spindles no
mostraron cambios significativos en su frecuencia. Los resultados estadisticos se

reflejan en la Tabla 4.3.2.5.1.

frecuencia maximos Sign. (2 colas)
control 6,080526 + 0,231200 -
rango
0.3-12 H administracion 5,640500 + 0,199155 0,031249*
9= z
12 semana 6,060150 + 0,202163 0,0990
Friedman
22 semana 5,798312 + 0,239206 0,002162**
p=0,065
32 semana 6,098438 +0,227046 0,1252
control 6,793263 + 0,069747 -
theta administracion 6,283444 + 0,073614 0,000846***
12 semana 6,248000 + 0,225573 0,011236*
Friedman
p=0,002** 22 semana 6,651760 + 0,067215 0,003143**
32 semana 6,077000 £ 0,279544 0,004924**
control 12,507684 + 0,052831 -
spindles administracién 12,363278 + 0,130890 0,0759
12 semana 11,347600 * 0,542609 0,0766
Friedman
p=0,117 22 semana 12,461677 £ 0,051463 0,6496
32 semana 11,092250 + 0,674297 0,9547

Tabla 4.3.2.5.1. Resultados estadisticos de las caracteristicas de los puntos de mdxima potencia en las
bandas 0.3-12 Hz, en la banda theta y spindles, calculadas a partir del promedio para cada animal (n=5).
Comparaciones multiples para muestras apareadas (Friedman) y significacion en comparaciones dos a
dos (Wilcoxon).* p < 0.05; ** p < 0.01; ***p< 0.001. La administracion de reserpina provocé una
disminucion de las frecuencias en el rango 0.3-12 Hz, con resultados significativos en los dias de
administracion y sequnda semana post-reserpina. La frecuencia dentro de la banda theta también
disminuyd significativamente en todos los periodos. La banda de spindles no presentd diferencias
significativas en las frecuencias de los mdximos, salvo una tendencia a la reduccion en la administracion
y primera semana post-reserpina.
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Para caracterizar mejor las oscilaciones presentes en los periodos de suefio, y
puesto que las principales alteraciones se habian encontrado en las bandas de ondas
lentas y theta, se detectaron también las regiones temporales de predominio de
ambas bandas. En estas regiones, se calculd la frecuencia media dentro de la banda y
su desviacion estandar, que da una medida de concentracidn o de dispersién dentro
de la banda, y variables de dispersién temporal: ratio temporal (proporcién de tiempo
de la ventana de 10-s con predominio en esa banda), nimero de regiones, duracién
media de las regiones y fraccionamiento de la banda (calculado teniendo en cuenta el
tiempo en la banda y el nimero de regiones). Los resultados estadisticos de la
comparacion de los promedios para cada animal (n=5) para las ondas lentas pueden
observarse en la Tabla 4.3.2.5.2. Su evolucidén temporal en el total de ventanas
(n=76465) en la Figura 4.3.2.5.1. Y los resultados correspondientes a las oscilaciones

theta, en la Tabla 4.3.2.5.3 y en la Figura 4.3.2.5.2.

En las ondas lentas, la administracién de reserpina provocé un aumento
progresivo de la cantidad de tiempo ocupado por la banda, que resulté significativo en
las comparaciones multiples y en la tercera semana post-reserpina. Este aumento en la
proporcidon temporal de onda lenta se correspondié con un progresivo incremento en
el numero de regiones observado en las semanas post-reserpina, significativamente
mayor al control durante la tercera semana. Durante los dias de administracion, sin
embargo, disminuyeron las regiones de onda lenta. Ademas, la duracion media de
estas regiones también fue aumentando, con diferencias significativas respecto del
control en la Ultima semana de registro. De este comportamiento se deriva, por tanto,
gue el indice de fragmentacion fue disminuyendo inversamente (excepto en los dias de
administracion). En cuanto a la distribucion en frecuencias de la actividad en ondas
lentas, se observé un aumento durante los dias de administracién y una progresiva
disminucion en la frecuencia, ligera pero significativa, en los dias post-reserpina, asi

como una mayor dispersion dentro del rango de frecuencias.
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Ondas lentas

Sign. (2 colas)

control 0,059158 + 0,009855 -
Ratio temporal administracion 0,057500 + 0,014312 0,064790
12 semana 0,06925 +0,015423 0,519276
Friedman
p=0,000183*** 22 semana 0,077492 + 0,016041 0,069144
32 semana 0,090074 + 0,020732 0,006406**
control 0,768579 + 0,130820 -
Ne de regiones administracion 0,552111 + 0,130766 0,039474*
12 semana 0,855450 + 0,177397 0,6580
Friedman
p=0,000045*** 22 semana 1,229758 + 0,314372 0,0609
32 semana 1,436416 + 0,342099 0,003143**
control 0,285632 + 0,031273
Duracion media administracién 0,282647 + 0,043280 0,215
12 semana 0,316150 + 0,051423 0,573169
Friedman
p=0,000975*** 22 semana 0,317545 + 0,036222 0,172848
32 semana 0,329659 + 0,035865 0,010594*
control 0,714842 + 0,024850 -
Fragmentacion administracion 0,739294 + 0,036180 0,029873*
12 semana 0,68005 0, + 031288 0,6009
Friedman
p=0,000217*** 22 semana 0,665777 + 0,039338 0,0995
32 semana 0,647466 + 0,039512 0,010594*
control 1,231316 £ 0,017137 -
Frecuencia media administracion 1,301294 + 0,026161 0,004823**
12 semana 1,24865 + 0,026050 0,2514
Friedman
p=0,002173** 22 semana 1,197083 + 0,038757 0,4955
32 semana 1,163116 + 0,034016 0,046826*
control 0,078368 + 0,005631 -
Desv. est frecuencia administracion 0,077059 + 0,007863 0,083076
12 semana 0,086350 + 0,009078 0,8880
Friedman
p=0,000043*** 22 semana 0,095097 + 0,011621 0,026757**
32 semana 0,101655 + 0,009544 0,001206**

Tabla 4.3.2.5.2. Resultados estadisticos de las caracteristicas de las regiones de predominancia de ondas
lentas (0.3-1.5 Hz), calculadas a partir del promedio para cada animal (n=5). Comparaciones multiples
para muestras apareadas (Friedman) y significacion en comparaciones dos a dos (Wilcoxon).* p < 0.05;

** p < 0.01; ***p< 0.001.
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Figura 4.3.2.5.1. Evolucion temporal de los las caracteristicas de las regiones de ondas lentas (media +
error estandar), analizados en el total de ventanas de 10 s (n=76465) mediante andlisis wavelet.
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Las regiones de predominancia de ondas lentas aumentaron progresivamente
tras la administracion de reserpina, adquiriendo significacion en la tercera semana
post-reserpina, tanto en cuanto al ratio temporal en las ventanas de 10 s, el nimero
de regiones, y su duracién. La fragmentacion de la onda se redujo progresivamente. La
frecuencia media de las regiones disminuyé ligeramente, siendo significativo en la
tercera semana, ademas de aumentar la desviacién estandar, correspondiendo con

una desorganizacion de la banda.

En la banda theta, no se observaron diferencias significativas ni en el ratio
temporal ocupado por la banda theta ni en la duracién de las regiones detectadas,
pero si en el nUmero de regiones (Friedman p < 0.05), con aumentos en los dias post-
reserpina, aunque este resultado no ofrecié diferencias significativas en las
comparaciones dos a dos. Durante los dias de administracién de la reserpina, si se
encontraron diferencias significativas en el grado de fragmentacién de la oscilacién,
gue disminuyd, sin alteraciéon en los dias post-reserpina. Donde si se encontraron
diferencias significativas en las semanas posteriores fue en la distribucion en
frecuencias, con pequenas pero significativas reducciones en todos los periodos
respecto del control y con una mayor concentracién en torno a la frecuencia media en

la ultima semana registrada.
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Theta Sign. (2 colas)
control 0,668053 + 0,045164 -
Ratio temporal administracién 0,6845 + 0,040540 0,084017
12 semana 0,662000 + 0,044212 0,983945
Friedman
p=0,397742 22 semana 0,638014 + 0,049507 0,460302
32 semana 0,640608 + 0,050754 0,495521
control 8,941053 + 0,495116 -
N2 de regiones administracién 9,113333 +0,437589 0,9058
12 semana 8,702350 + 0,362381 0,2432
Friedman
p=0,016030* 22 semana 9,753946 + 0,628576 0,1914
32 semana 9,009047 + 0,551621 0,7333
control 1,569842 +0,245472 -
Duracién media administraciéon 0,988333 + 0,094930 0,075868
12 semana 1,312250 + 0,151398 0,156906
Friedman
p=0,176719 22 semana 1,298822 + 0,253304 0,155635
32 semana 1,299388 + 0,235295 0,191446
control 0,173632 + 0,014462 -
Fragmentacion administraciéon 0,135000 * 0,007034 0,049405*
12 semana 0,161300 * 0,007922 0,5280
Friedman
p=0,002799** 22 semana 0,155541 + 0,016088 0,191446
32 semana 0,16447 £ 0,014973 0,8647
control 6,906632 + 0,047482 -
Frecuencia media administraciéon 6,516389 + 0,084350 0,002263**
12 semana 6,800000 + 0,043237 0,007013**
Friedman
p=0,002173** 22 semana 6,752763 + 0,045152 0,003765**
32 semana 6,82014 + 0,067010 0,040888*
control 1,396684 + 0,041417 -
Desv. est fri | istracion 1,378000 + 0,060365 0,586174
12 semana 1,389150 + 0,040891 0,375980
Friedman
p=0,141690 22 semana 1,392777 + 0,043084 0,733271
32 semana 1,358468 + 0,040461 0,035601*

Tabla 4.3.2.5.3. Resultados estadisticos de las caracteristicas de las regiones de predominancia de theta
(4-10 Hz), calculadas a partir del promedio para cada animal (n=5). Comparaciones multiples para
muestras apareadas (Friedman) y significacion en comparaciones dos a dos (Wilcoxon).* p < 0.05; **p <
0.01; ***p< 0.001. La banda theta no presento alteracion significativa de su presencia, ni en cuanto al
ratio, al numero de regiones ni a su duracion (si presentd una tendencia al aumento del ratio temporal
durante la administracion). Sin embargo, si varid su frecuencia media, que se redujo ya en los dias de
administracion y, aunque fue recuperdndose progresivamente, no alcanzo los valores que presentaban
en el periodo control.
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Figura 4.3.2.5.2. Evolucion temporal de los las caracteristicas de las regiones de theta (media + error
estandar), analizados en el total de ventanas de 10 s (n=76465) mediante andlisis wavelet.
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En las Figuras 4.3.2.5.3,, 4.3.25.4., y 4.3.2.5.5. se muestran ejemplos
representativos de registros control, administracion, y 32 semana post-reserpina,

respectivamente.

En el registro control (Figura 4.3.2.5.3) puede observarse la arquitectura normal
del suefio, con alternancia entre periodos no-REM, con actividad predominante en
delta y ondas lentas (regiones indicadas en negro), con gran amplitud, y periodos de
REM progresivamente mas largos y caracterizados por actividad theta aislada de otras
frecuencias. En ambos casos, la actividad EMG es baja, mostrando atonia durante los

periodos de REM.

En la Figura 4.3.2.5.4, se muestra el efecto inmediato de la administracion de
reserpina, caracterizado por un aumento en la proporcién de theta no aislado de otras

frecuencias, con menor proporcion de ondas lentas y un EMG mas activo.

La Figura 4.3.2.5.5 muestra un registro de LFP de hipocampo y EMG a los 19 dias
post-reserpina. A pesar de que la alternancia entre periodos de ondas lentas y REM se
ha recuperado parcialmente, las ondas lentas muestran una frecuencia algo menor y
mayor desorganizacion. Ademas, los periodos de predominancia clara de la banda
theta presentan actividad también a otras frecuencias. El EMG muestra todavia picos

de actividad, correspondientes a espasmos musculares.
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Figura 4.3.2.5.3. Caso representativo en control. Panel superior: registro crudo del LFP de hipocampo.
Panel central: espectrograma wavelet de hipocampo. Panel inferior: representacion de la actividad
muscular mediante EMG-RMS. Puede observarse la alternancia entre suefio de ondas lentas y periodos
REM caracterizados por presentar casi exclusivamente ritmo theta. La actividad muscular es de quietud,
llegando a la atonia durante el suefio REM. Las ondas lentas (marcadas en negro) presentan una
distribucion uniforme en frecuencias.
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Figura 4.3.2.5.4. Caso representativo en administracion. Panel superior: registro crudo del LFP de
hipocampo. Panel central: espectrograma wavelet de hipocampo. Panel inferior: representacion de la
actividad muscular mediante EMG-RMS. La administracion de reserpina provoca un aumento de
actividad theta no aislada de otras frecuencias, con una reduccion de ondas lentas. La actividad
muscular es mayor que en el control, con picos relacionados con los espasmos musculares.
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32 SEMANA POST-RESERPINA

HPC

N | | | | |
% ] a0 oo 1100 1200 1300 1400

‘Wavelet spectrogram

T e

I I A

i ¥
ann ann 1IJDD 1100 1200 1300 1400

Fregquency [Hz]

EtG RS
1 T T T T T T T
0a _
06| —
04l 4
02 —
. I . o L
% 1] oo ao0 00 1000 1100 1200 1300 1400

Figura 4.3.2.5.5. Caso representativo en tercera semana post-reserpina. Panel superior: registro crudo
del LFP de hipocampo. Panel central: espectrograma wavelet de hipocampo. Panel inferior:
representacion de la actividad muscular mediante EMG-RMS. Puede observarse una tendencia a
recuperar la arquitectura normal del suefio, con alternancias entre REM y no REM. Las ondas lentas
(marcadas en negro) presentan una distribucion mds desorganizada en frecuencias que en el control. A
diferencia del REM fisioldgico, la actividad theta coexiste con otras frecuencias. En el EMG-RMS pueden
observarse picos de actividad muscular, relacionados con los espasmos musculares.
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La Figura 4.3.2.5.6 muestra el detalle de ventanas de 10 s de control,
administracion y 32 semana post-reserpina, en el que puede observarse el aumento de
actividad por debajo de 1.5 Hz y la disminucién de frecuencias como efecto tardio de la
reserpinizacion, asi como la coexistencia de la oscilacidn theta, de una frecuencia algo

menor, junto con actividad a frecuencias mayores y menores.

control post-reserpina

Frequency(Hz)

t(s)

Frequency(Hz)

t(s) t(s) tis)

Figura 4.3.2.5.6. Detalle del espectrograma wavelet de hipocampo en 10 s de suefio de ondas lentas
(arriba) y de REM (abajo) en control, administracion y tercera semana post-reserpina. En control, en el
suefio de ondas lentas, hay actividad desorganizada con predominio de delta (1.5 - 4Hz) y ondas lentas

(0.3 - 1.5 Hz, indicado el limite por una linea blanca discontinua), y en REM se observan casi
exclusivamente oscilaciones theta. Durante los dias de administracion, las ondas lentas disminuyen y el
theta disminuye de frecuencia y se mezcla con actividad a frecuencias mayores y menores. En la tercera
semana post-reserpina, aumentan las ondas lentas, por debajo de la linea discontinua, en un rango de

frecuencias amplio, y la actividad theta todavia coexiste con otras oscilaciones.
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4.4. RESULTADOS DE LA INMUNODETECCION DE FOS

4.4.1. Nucleo del Rafe Dorsal (DR)

La tabla 4.4.1.1 muestra los principales estadisticos descriptivos que definen los
datos obtenidos al contar las células Fos-positivas del Nucleo del Rafe Dorsal (DR),
principal productor de serotonina del sistema nervioso central. Un andlisis mas

detallado de los descriptivos puede verse en el Anexo VI.

Estadisticos descriptivos

N Madia Desv. tip Asimetria Curiosis

Estadistico | Estadistico | Emortipico | Estadistico | Estadistico | Error tipico | Estadistico | Error tipico

Fos 50 52.86 5,188 36,757 925 337 306 €62
N vélido (sequn lista) 50

Tabla 4.4.1.1. Estadisticos descriptivos de la muestra obtenida del contaje de Fos en el nucleo dorsal
rafe. Se muestra el numero de casos, la media con su error tipico, la desviacion tipica, asimetria y
curtosis.

La muestra analizada de DR presenta normalidad, medida con el estadistico
Shapiro- Wilk, tanto para el grupo tratado con vehiculo (AAG; W=0,965, p>0,05), como
para el grupo tratado con una dosis aguda de reserpina de 1mg/kg (RES_AG; W=0,893,
p>0,05), y el grupo tratado con 1 mg/kg de reserpina una vez al dia durante tres dias
consecutivos y perfundido a las seis horas de la tercera administracion (W= 0,925,

p>0,05) (Tabla 4.4.1.2).

Pruebas de normalidad

Condicion Kolmogorov-Smirnov” Shapiro-Wilk
Estadistico gl Sig. Estadistico gl Sig.
AAG 120 18 200 965 18 710
Fos RES_AG 73 15 ,200° 893 15 074
RES 6H 164 17 ,200° 925 17 A77

Tabla 4.4.1.2. Pruebas de normalidad de los datos obtenidos en DR tanto en el grupo tratado con
reserpina (RES) como con vehiculo (AAG). El estadistico empleado es Shapiro-Wilk (W), indicado para
muestras menores de 30 casos. Significacion p>0,05. Se halla normalidad en todos los casos.Significacion
p>0,05.
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La muestra analizada no presenta homogeneidad de varianzas. Se ha utilizado

el estadistico de Levene (F= 7,880; p< 0,05) (Tabla 4.4.1.3).

Prueba de homogeneidad de la varianza

Estadistico de al1 gl2 Sig.
Levene

Fos Basandose en la media 7.880 2 47 ,001

Tabla 4.4.1.3. Prueba de homogeneidad de varianzas de los datos obtenidos en DR. El estadistico
empleado es Levene. Significacion p>0,05.

Una vez realizado el andlisis descriptivo correspondiente, y dado que contamos
con tres condiciones experimentales distintas entre ellas, procedemos a realizar un
analisis ANOVA de un factor. El estudio estadistico de la expresidon de c-Fos mostro
diferencias significativas entre los tres grupos comparados (F= 85,331; p< 0.0001)

(Tabla 4.4.1.4).

Suma de Media

cuadrados gl cuadratica F Sig.
Inter-grupos [51906,940 2 25953,470 85,331 ,000
Intra-grupos | 14295,080 47 304,151
Total 66202,020 49

Tabla 4.4.1.4. Andlisis ANOVA de un factor de Dorsal Rafe. Se encuentran diferencias estadisticamente
significativas (F=85,331; p<0,05). Nivel de significacion p<0,05.

Un analisis mas detallado de estos datos, empleando las pruebas post hoc del
test, muestra que las diferencias se encuentran tanto entre el grupo tratado con
vehiculo y el grupo tratado con dosis aguda de reserpina de 1 mg/kg (AAG-RES_AG;
p<0,5), entre el grupo tratado con vehiculo y el grupo tratado con tres dosis de
reserpina de 1 mg/kg durante tres dias consecutivos (AAG-RES_6H; p<0,05), como en
el grupo tratado con dosis aguda de reserpina respecto al tratado con tres dosis en

dias consecutivos (RES_AG-RES 6H; p<0,05). Dado que la muestra no presenta
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homogeneidad de varianzas (Levene 7,880; p< 0,05), empleamos el estadistico de

Games- Howell para las comparaciones multiples (Tabla 4.4.1.5).

Comparaciones multiples

Games-Howell
(I) Condicion (J) Condicion | Diferencia de | Error tipico Sig. Intervalo de confianza al 95%

medias (I-J) Limite inferior |Limite superior
AAG RES_AG -53,356: 7,558 000 -72.31 -34 40
RES_6H 26,248 4179 ,000 15,84 36,66
RES AG AAG 53,356 7,558 000 34,40 72,31
= RES_6H 79,604 6,836 ,000 61,99 97.21
esak AAG -26.248: 4,179 000 -36,66 -15,84
= RES AG -79,604 6,836 ,000 -97.21 -61.99

Tabla 4.4.1.5. Andlisis Post Hoc del ANOVA de un factor para los datos obtenidos en DR. Se emplea el
estadistico Games- Howell. Se encuentran diferencias estadisticamente significativas entre todos los
grupos (p<0,05). El nivel de significacion establecido es p<0,05.

A continuacién se expone la representacion grafica de los datos descritos

anteriormente (Figura 4.4.1.1).
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Figura 4.4.1.1. Representacion grdfica de la media de células inmunopositivas c-fos en dorsal rafe. (*) La
condicion AAG (control) presenta una cantidad significativamente mayor de células Fos positivas en
comparacion con la condicion RES_6H, sin embargo presenta significativamente un menor nimero de
células en comparacion con la condicion RES_AG. (**) La condicion RES_AG presenta una cantidad
significativamente mayor de células inmunopositivas c-fos en comparacion con las condiciones AAG y
RES_6H. (***) La condicion RES_6H presenta un numero significativamente menor de células c-fos
positivas que la condicion AAG y que la condicion RES_AG. Nivel de significacion p<0,05. Las barras de
error representan el error tipico de la media (ET) £ 2.
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Figura 4.4.1.2. Imdgenes del estudio inmunohistoquimico con marcaje de Fos en Rafe Dorsal en las
distintas condiciones experimentales. (A) AAG; (B) RES_AG; (C) RES_6H.
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4.4.2. Locus Coeruleus (LC)

La tabla 4.4.2.1 muestra los principales estadisticos descriptivos que definen los
datos obtenidos al contar las células Fos-positivas del Locus Coeruleus (LC), principal
centro productor de noradrenalina del sistema nervioso central. Un analisis mas

detallado de los descriptivos puede verse en el Anexo VII.

Estadisticos descriptivos

N Media Desv. tip Asmetris Curtosis
Estadistico | Estadistico | Ermor tipico | Estadistico | Estadistico | Error tipico | Estadistico | Esror tipico
Fos 83 8349 3,883 30,803 558 302 -, 260 585
N valido (segin lista) 83

Tabla 4.4.2.1. Estadisticos descriptivos de la muestra obtenida del contaje de Fos en el niucleo Locus
Coeruleus. Se muestra el numero de casos, la media con su error tipico, la desviacion tipica, asimetria y
curtosis.

La muestra analizada de LC presenta normalidad, medida con el estadistico
Shapiro- Wilk, tanto para el grupo tratado con vehiculo (AAG; W=0,930, p>0,05), como
para el grupo tratado con una dosis aguda de reserpina de 1mg/kg (RES_AG; W=0,926,
p>0,05), y el grupo tratado con 1 mg/kg de reserpina una vez al dia durante tres dias

consecutivos y perfundido a las seis horas de la tercera administraciéon (W= 0,965,

p>0,05) (Tabla 4.4.2.2).

Pruebas de normalidad

Condicion Kolmogorov-Smirnov® Shapiro-Wilk
Estadistico gl Sig. Estadistico gl Sig.
Fos AAG ,153 18 200 930 18 197
RES_AG ,187 25 ,024 926 25 069
RES 6H ,104 20 ,200° ,965 20 654

Tabla 4.4.2.2. Pruebas de normalidad de los datos obtenidos en LC tanto en el grupo tratado con
reserpina (RES) como con vehiculo (AAG). El estadistico empleado es Shapiro-Wilk (W), indicado para
muestras menores de 30 casos. Significacion p>0,05. Se halla normalidad en todos los casos.Significacion
p>0,05.
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La muestra analizada presenta homogeneidad de varianzas medida con el

estadistico de Levene (F=2,132; p> 0,05) (Tabla 4.4.2.3).

Prueba de homogeneidad de la varianza

Estadistico de gl gl2
Levene

2,132 2 60

Sig.

Fos Basandose en la media

,128

Tabla 4.4.2.3. Prueba de homogeneidad de varianzas de los datos obtenidos en DR. El estadistico
empleado es Levene. Significacion p>0,05.

Una vez realizado el andlisis descriptivo correspondiente, y dado que contamos
con tres condiciones experimentales distintas entre ellas, procedemos a realizar un
anadlisis ANOVA de un factor. El estudio estadistico de la expresion de c-Fos mostro
diferencias significativas entre los tres grupos comparados (F= 34,911; p< 0,05) (Tabla

4.4.2.4).

Suma de Media

cuadrados gl cuadratica F Sig.
Inter-grupos 31844,492 2 15922,246 34,911 ,000
Intra-grupos 27365,254 60 456,088
Total 59209,746 62

Tabla 4.4.2.4. Andlisis ANOVA de un factor de Locus Coeruleus. Se encuentran diferencias
estadisticamente significativas (F=85,331; p<0,05). Nivel de significacion p<0,05.

Un andlisis pormenorizado de estos datos, empleando las pruebas post hoc del
test, muestra que las diferencias se encuentran tanto entre el grupo tratado con
vehiculo y el grupo tratado con dosis aguda de reserpina de 1 mg/kg (AAG-RES_AG;
p<0,5), entre el grupo tratado con vehiculo y el grupo tratado con tres dosis de
reserpina de 1 mg/kg durante tres dias consecutivos (AAG-RES_6H; p<0,05), como en
el grupo tratado con dosis aguda de reserpina respecto al tratado con tres dosis en
dias consecutivos (RES_AG-RES 6H; p<0,05).

Dado que la muestra presenta
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homogeneidad de varianzas (Levene 2,132; p> 0,05), empleamos la correccién de

Bonferroni para las comparaciones multiples (Tabla 4.4.2.5).

Comparaciones multiples

Bonferroni

(I) Condicion (J) Condicion | Diferencia de | Error tipico Sig. Intervalo de confianza al 95%
medias (I-J) Limite inferior |Limite superior
AAG RES_AG -21 .104: 6,602 007 -37,36 -4.84

RES_6H -56,894 6,938 ,000 -73,98 -39,81
RES AG AAG 21 .104: 6,602 ,007 484 37.36

. RES_6H -35,790 6,407 ,000 -51.57 -20,01
RES 6H AAG 56.894. 6,938 ,000 39.81 73,98
= RES AG 35,790 6,407 ,000 20,01 51,57

Tabla 4.4.2.5. Andlisis Post Hoc del ANOVA de un factor para los datos obtenidos en LC. Se emplea el
estadistico Games- Howell. Se encuentran diferencias estadisticamente significativas entre todos los
grupos (p<0,05). El nivel de significacion establecido es p<0,05.

A continuacién se expone la representacion grafica de los datos descritos

anteriormente (Figura 4.4.2.1).
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Figura 4.4.2.1. Representacion grdfica de la media de células inmunopositivas c-fos en locus coeruleus.
(*) La condicion AAG presenta un numero significativamente menor de células Fos- positivas en
comparacion con el resto de condiciones (RES_AG y RES_6H). (**) En la condicion RES-AG, el numero de
células positivas es significativamente mayor que en la condicion AAG pero menor que en la condicion
RES_6H. (***) La condicion RES_6H presenta un numero significativamente mayor de células c-fos
positivas que la condicion RES_AG y que en la condicion AAG. Nivel de significacion p<0,05. Las barras de
error representan el error tipico de la media (ET) +2.
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Figura 4.4.2.2. Imdgenes del estudio inmunohistoquimico con marcaje de Fos en Locus Coeruleus en las
distintas condiciones experimentales. (A) AAG; (B) RES_AG; (C) RES.
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4.4.3. Area Tegmental Ventral (VTA)

La tabla 4.4.3.1 muestra los principales estadisticos descriptivos que definen los
datos obtenidos al contar las células Fos-positivas del Area Tegmental Ventral (VTA),
principal centro productor de dopamina del sistema nervioso central. Un analisis mas

detallado de los descriptivos puede verse en el Anexo VIII.

Estadisticos descriptivos

N Meadia Deasv tip Asimetria Curtosis

Estadistico | Estadistico | Error tipico | Estadistico | Estadistico | Emor tipico | Estadistico | Error tipico

Fos 32 76,69 11,973 67,728 aB0 414 =796 804

N valdo (segim lista) 32

Tabla 4.4.3.1. Estadisticos descriptivos de la muestra obtenida del contaje de Fos en el Area tegmental
ventral. Se muestra el nimero de casos, la media con su error tipico, la desviacion tipica, asimetria y
curtosis.

La muestra analizada de VTA presenta normalidad, medida con el estadistico
Shapiro- Wilk, tanto para el grupo tratado con vehiculo (AAG; W=0,928, p>0,05), como
para el grupo tratado con una dosis aguda de reserpina de 1mg/kg (RES_AG; W=0,891,
p>0,05), y el grupo tratado con 1 mg/kg de reserpina una vez al dia durante tres dias
consecutivos y perfundido a las seis horas de la tercera administracion (W= 0,949,

p>0,05) (Tabla 4.4.3.2).

Pruebas de normalidad

Condicion |  Kolmogorov-Smirnov” Shapiro-Wilk
Estadistico gl Sig. Estadistico gl Sig.
AAG ,185 12 ,200 928 12 ,356
Fos RES_AG 216 9 ,200° ,891 9 ,204
RES 6H 223 11 134 949 11 ,630

Tabla 4.4.3.2. Pruebas de normalidad de los datos obtenidos en VTA tanto en el grupo tratado con
reserpina (RES) como con vehiculo (AAG). El estadistico empleado es Shapiro-Wilk (W), indicado para
muestras menores de 30 casos. Significacion p>0,05. Se halla normalidad en todos los casos.
Significacion p>0,05.
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La muestra analizada no presenta homogeneidad de varianzas medida con el

estadistico de Levene (F=5,529; p< 0,05) (Tabla 4.4.3.3).

Prueba de homogeneldad de la varianza

Estadistico de gl gl2 Sig.
Levene
5,629 2 29

Fos Basandose en la media 009

Tabla 4.4.3.3. Prueba de homogeneidad de varianzas de los datos obtenidos en VTA. El estadistico
empleado es Levene. Significacion p>0,05.

Una vez realizado el andlisis descriptivo correspondiente, y dado que contamos
con tres condiciones experimentales distintas entre ellas, procedemos a realizar un
anadlisis ANOVA de un factor. El estudio estadistico de la expresion de c-Fos mostré
diferencias significativas entre los tres grupos comparados (F= 220,629; p< 0,05) (Tabla

4.4.3.4).

Suma de gl Media F Sig.
cuadrados cuadratica
Inter-grupos 133429,716 2 66714,858 220,629 ,000
Intra-grupos 8769,159 29 302,385
Total 142198,875 31

Tabla 4.4.3.4. Andlisis ANOVA de un factor de VTA. Se encuentran diferencias estadisticamente
significativas (F=220,629; p<0,05). Nivel de significacion p<0,05.

Un andlisis pormenorizado de estos datos, empleando las pruebas post hoc del
test, muestra que las diferencias se encuentran tanto entre el grupo tratado con
vehiculo y el grupo tratado con dosis aguda de reserpina de 1 mg/kg (AAG-RES_AG;
p<0,05), entre el grupo tratado con vehiculo y el grupo tratado con tres dosis de
reserpina de 1 mg/kg durante tres dias consecutivos (AAG-RES_6H; p<0,05), como en
el grupo tratado con dosis aguda de reserpina respecto al tratado con tres dosis en

dias consecutivos (RES_AG-RES 6H; p<0,05). Dado que la muestra no presenta
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homogeneidad de varianzas (Levene 5,529; p< 005), empleamos el estadistico de

Games- Howell para las comparaciones multiples (Tabla 4.4.3.5).

Comparaciones multiples

Games-Howell

(I) Condicion (J) Condicion | Diferencia de | Error tipico Sig. Intervalo de confianza al 95%
medias (I-J) Limite inferior | Limite superior
AAG RES_AG -135.083: 9,451 ,000 -159,65 -110,52
RES_6H 16,159 5,853 ,036 97 31,35
RES AG AAG 135,083: 9.451 ,000 110,52 159,65
- RES_6H 151 .242. 8,148 ,000 128,71 173,77
AAG -16,159 5,853 ,036 -31,35 -97

RES_OH RES_AG -151,242° 8,148 000 173,77 -128.71

Tabla 4.4.3.5. Andlisis Post Hoc del ANOVA de un factor para los datos obtenidos en VTA. Se emplea el
estadistico Games- Howell. Se encuentran diferencias estadisticamente significativas entre todos los
grupos (p<0,05). El nivel de significacion establecido es p<0,05.

A continuacién se expone la representacion grafica de los datos descritos

anteriormente (Figura 4.4.3.1).
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Figura 4.4.3.1. Representacion grdfica de la media de células inmunopositivas c-fos en el drea tegmental
ventral. (*) La condicion AAG (control) presenta una cantidad significativamente mayor de células Fos
positivas en comparacion con la condicion RES_6H, sin embargo presenta significativamente un menor
numero de células en comparacion con la condicion RES_AG. (**) La condicion RES_AG presenta una
cantidad significativamente mayor de células inmunopositivas c-fos en comparacion con las condiciones
AAG y RES_6H. (***) La condicién RES_6H presenta un numero significativamente menor de células c-fos
positivas que la condicion AAG y que la condicion RES_AG. Nivel de significacion p<0,05. Las barras de
error representan el error tipico de la media (ET) £ 2.
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Figura 4.4.3.2. Imdgenes del estudio inmunohistoquimico con marcaje de Fos en Area Tegmental Ventral
en las distintas condiciones experimentales. (A) AAG; (B) RES_AG; (C) RES_6H.
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El sindrome de fibromialgia (FMS) es una patologia de etiologia desconocida
caracterizada por dolor musculoesquelético generalizado acompafiado de otros
sintomas entre los que destacan las alteraciones del suefio y los trastornos depresivos.
Afecta gravemente a la calidad de vida de los pacientes y tiene una prevalencia
relativamente importante en nuestra sociedad lo que determina que tenga un elevado
impacto socio-econémico. El desconocimiento de la causa que la genera y los recientes
cambios en los criterios diagndsticos contribuyen a que, a pesar de los avances,
actualmente el tratamiento del FMS no consiga alcanzar un grado de eficacia
suficientemente satisfactorio. Es necesario el establecimiento de un modelo animal
gue sea capaz de reproducir no sdélo la sintomatologia de dolor, sino también los
principales sintomas comérbidos, para poder profundizar en los mecanismos
subyacentes a esta patologia y poder avanzar en la investigacién de terapias mas

efectivas.

El objetivo del presente trabajo es aportar evidencias sobre la validez del
modelo de FMS inducido por reserpina en rata propuesto por Nagakura et al. en 2009.
Para ello, hemos analizado en este modelo la presencia de alteraciones en el
procesamiento del dolor mediante pruebas conductuales de alodinia e hiperalgesia
(mediante el Electrovonfrey test y el Randall and Selitto test, respectivamente), la
presencia de sintomatologia depresiva (mediante Forced Swimming test y Novelty-
Suppressed Feeding test), y la presencia de alteraciones en la arquitectura del suefio
que puedan justificar un suefio no reparador en las ratas (mediante estudios
electrofisiolégicos con implantacion de electrodos crénicos). Asimismo, hemos
analizado las modificaciones de los patrones de activacidn de los principales centros

monoaminérgicos mediante técnicas de inmunodeteccién de la proteina Fos.
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Los resultados obtenidos muestran que las ratas sometidas a la administracion
subcutanea de una dosis diaria de 1 mg/kg de reserpina durante tres dias consecutivos
siguiendo el procedimiento de Nagakura et al. (2009), presentan, tras la implantaciéon
del modelo, hiperalgesia y alodinia, sintomatologia depresiva y alteraciones del suefio.
Asimismo, nuestros resultados también revelan que tras la administracidon aguda de
una dosis Unica de 1 mg/kg de reserpina se produce un incremento de actividad
neuronal en el Locus Coeruleus (LC), el Nicleo del Rafe Dorsal (DR) y el Area Tegmental
Ventral (VTA). En cambio, la administracion durante tres dias consecutivos de una
dosis diaria de 1 mg/kg de reserpina produce un aumento de la actividad en el LC, pero
una drdstica disminucion de la actividad en DR y VTA. Estos resultados
inmunohistoquimicos evidencian el efecto de la reserpina sobre el sistema
monoaminérgico, pero se requieren mas pruebas para extraer de ellos resultados

concluyentes.

5.1. DISCUSION DEL ESTUDIO DE LOS UMBRALES DE DOLOR

Nuestros resultados muestran una disminucion de los umbrales de dolor tras la
administracién subcutanea de una dosis diaria de 1 mg/kg de reserpina durante tres
dias consecutivos, que se mantiene durante los siete dias posteriores a la ultima dosis

(Blasco et al., 2015).

Para el estudio de los umbrales de dolor en las ratas sometidas al modelo de
FMS inducido por reserpina hemos empleado el Electrovonfrey Test y el Randall and
Selitto Test, para medir alodinia tactil e hiperalgesia mecanica, respectivamente. Estos
test no producen lesiones en los animales, son de facil aplicacion y no invasivos, por lo
gue generan poco estrés durante su aplicacion (Cunha et al., 2004; Nagakura et al.,
2009; Santos-Nogueira et al. , 2012). Ademads, realizamos un procedimiento de
habituacién tanto a la manipulacién del animal por parte del investigador como a los
aparatos y procedimientos requeridos para las mediciones y al entorno de

experimentacion, con el fin de reducir al maximo el fendmeno de analgesia inducida
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por estrés (Schmitt y Hiemke, 1998; Butler y Finn, 2009; Yilmaz et al., 2010), que podria
interferir y falsear nuestros resultados. Es por ello que consideramos las pruebas y los
procedimientos empleados fiables para la determinacién de los cambios producidos en
la percepcion del dolor de las ratas como consecuencia de la administracién de

reserpina.

Para realizar este estudio empleamos un total de 54 ratas macho, 27 para cada
test. Tras un periodo de habituacidn de cinco dias, realizamos dos medidas de linea
base para conocer los umbrales basales de percepcion del dolor de cada rata en
condiciones fisioldgicas, y con ello comparar las variaciones producidas por la
implantacion del modelo. Posteriormente al establecimiento de la linea base,
administramos a las ratas 1 mg/kg de reserpina o vehiculo una vez al dia durante tres
dias consecutivos (Nagakura et al., 2009). Las medidas de dolor tras la resepinizacién

se realizaron los dias 1, 3, 5 y 7 tras la ultima administracién de reserpina.

Nuestros resultados son congruentes con los obtenidos por el grupo de
Nagakura en 2009, cuando describieron el modelo de FMS inducida por reserpina en
rata. Estos autores realizaron las mediciones los dias 1, 3, 5, 7, 10, 14 y 21 tras una
dosis diaria de 0.1, 0.3 6 1 mg/kg de reserpina subcutanea, durante 3 dias
consecutivos, tanto en ratas macho como en ratas hembra. Sus resultados con la dosis
de 1 mg/kg mostraban una disminucidn de los umbrales de dolor hasta el dia 14 tras la
ultima administracion de reserpina en hembras y hasta el dia 21 en machos, medida
con el test cldsico de Von Frey. En las medidas de hiperalgesia muscular, medida con el
Randay and Selitto test sobre el musculo gastrocnemio de las ratas, la disminucion de
los umbrales de dolor para la dosis de 1 mg/kg se mantenia hasta el dia 7 en las ratas
hembra y hasta el dia 10 en las ratas macho (Nagakura et al., 2009 y 2012; Oe et al.,
2010).

Son numerosos los estudios que en las Ultimas décadas han revelado el papel
de los circuitos monoaminérgicos en la modulacién del dolor, tanto en el proceso de

convertir un estimulo nociceptivo en una percepcidon consciente, como en el control
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endogeno del dolor a través de sistemas descendentes inhibitorios (Almeida et al.,
2004; Basbaum y Fields, 1984; Lee et al., 2011; Ohayon, 2009; Pertovaara, 2006 y
2013; Tamano et al., 2016; Todd, 2010). Tanto desde la investigaciéon bdsica como
desde la clinica, se han descrito los circuitos centrales involucrados en el
procesamiento del dolor, lo que ha evidenciado el papel preferente de estos centros
monoaminérgicos (Lee et al., 2011; Ohayon, 2009; Pertovaara, 2006 y 2013; Tamano et
al., 2016; Todd, 2010).

De la misma forma, se han encontrado evidencias de la implicacién de
disfunciones de los sistemas monoaminérgicos en la base y mantenimiento de los
sindromes de dolor crénico (Bradley, 2009; DeSantana y Sluka, 2012; Lee et al., 2011;
Petersel et al.,, 2011; Sarzi-Puttini et al.,, 2011; Staud, 2011). Basados en estos
hallazgos, distintos autores han creado modelos animales de disfuncién de
monoaminas para estudiar los mecanismos subyacentes de estos cuadros de dolor
cronico (Nagakura et al., 2009; Ogino et al., 2013; Taguchi et al., 2015; Tamano et al.,
2016).

En 2016, el grupo de Tamano desarrollé un modelo de dolor crénico mediante
la administracién intratecal a nivel del espacio intervertebral L4-L5 de una dosis diaria
de 3, 10 6 30 nanomoles de reserpina, durante tres dias consecutivos, para estudiar la
contribucién de los sistemas monoaminérgicos inhibitorios descendentes de la médula
espinal en la sensibilidad al dolor. Al administrar la reserpina a nivel de la médula,
disminuyeron sus efectos supramedulares y, de esta forma, evitaron que las ratas
desarrollaran sintomas depresivos en el Forced Swimming Test. La dosis intratecal de
reserpina de 30 nmol produjo una disminucién de los niveles de serotonina y
noradrenalina a nivel medular, con hiperalgesia mecanica medida con el Electrovonfrey
test similar a la producida por la administracidon subcutanea de reserpina descrita por
Nagakura et al en 2009. Tras la implantacién del modelo, la administracién intratecal
de inhibidores selectivos de la recaptacién de serotonina y noradrenalina (ISRSN),

concretamente milnacipran en dosis de 30 a 300 nanomoles, y duloxetina en dosis de
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10 a 300 nanomoles, produjo una disminucién de la hiperalgesia mecanica dosis-

dependiente.

Estos autores concluyeron que la disfuncidon de los sistemas descendentes de
control del dolor modulados por neuronas espinales serotoninérgicas vy
noradrenérgicas juegan un importante rol en los sindromes de dolor crénico, y que los
antidepresivos ISRSN producen efectos analgésicos independientes de sus efectos

antidepresivos (Tamano et al., 2016).

En 2013, Ogino y sus colaboradores, partiendo de las evidencias acumuladas
hasta la actualidad acerca del papel que la disfuncién del control descendente del
dolor mediado por serotonina juega en la fisiopatologia del FMS, emplearon el modelo
de FMS inducido por reserpina en rata de Nagakura et al. (2009) para estudiar el efecto
potencial de los agonistas de los receptores 5-HT,c como futuro tratamiento del FMS.
Estos agonistas (lorcaserin, bavicaserin y YM348) ya se empleaban en patologias como
la obesidad o la esquizofrenia. Los autores comprobaron mediante microdidlisis
bilateral del asta dorsal de la médula espinal a nivel de L1 que el dia 5 posterior a la
administracion de la tercera dosis de reserpina los niveles de monoaminas estaban
disminuidos, y obtuvieron hiperalgesia mecanica medida con el Randall and Selitto
Test sobre el musculo gastrocnemio de las ratas en ese mismo dia. Ademas, la
administracion de los agonistas de los receptores 5-HT,c el dia 5 post-reserpina
disminuyd los sintomas de hiperalgesia mecanica, de forma dosis-dependiente. Con
todo ello, los autores concluyeron que la correlacién temporal entre la disminucion de
los niveles de monoaminas en el sistema nervioso central y los sintomas de
hiperalgesia mecanica sugiere que entre los mecanismos subyacentes del dolor crénico
en las ratas tratadas con reserpina se encuentra la disfuncién del control descendente
del dolor mediada por monoaminas. La disminucién de la hiperalgesia tras la
administracion de los agonistas de los receptores 5-HT,¢ sugiere que estos receptores
median en el sistema central de control inhibitorio del dolor mediado por serotonina y
que, por tanto, estos fdrmacos podrian mejorar la clinica dolorosa de los pacientes con

FMS (Ogino et al., 2013).
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En 2015, el grupo de Taguchi estudié el efecto que la administracién
subcutanea de reserpina, siguiendo el protocolo descrito por Nagakura et al. en 2009
tenia sobre el sistema nervioso periférico (SNP). Para ello examinaron los siguientes
parametros: (1) la expresidon de algunos canales idnicos responsables del dolor, de la
mecanotransduccion, y de la generacion/propagacion de potenciales de accién en los
ganglios de las raices dorsales de los nervios espinales (DRG); (2) la actividad de las
aferencias nociceptivas periféricas; y (3) las alteraciones en las células microgliales de
la médula. Asimismo, estudiaron los umbrales de dolor en las ratas tratadas con
reserpina mediante el Electrovonfrey test, obteniendo hiperalgesia mecanica en el
tercer dia posterior a la dudltima administracién de reserpina. Estos autores
encuentraron una disminucién de la proporcidn de nociceptores C mecanoresponsivos,
pero paraddjicamente, encuentran que la magnitud de respuesta mecdnica de los que
guedan se encuentra aumentada. Este patron de alteracion ha sido descrito
previamente en pacientes con neuropatia diabética, FMS y sindrome de piernas
inquietas. La disminucidn de nociceptores C parece estar relacionada con la
disminucion de los factores neurotréficos en las neuronas sensitivas primarias. En el
modelo de FMS inducido por reserpina, el descenso de estos nociceptores podria
explicarse por una denervacion quimica de los vasos sanguineos periféricos derivada
de la administracion de reserpina, que alteraria el entorno tréfico de los nociceptores
de la piel. Ademas, la desaferenciacién de los inputs nociceptivos (disminucion de los
nociceptores C) podria inducir una disfuncidn o desinhibicidn en el sistema de control
descendente del dolor que conduciria a un aumento de la activacién de las neuronas
del SNC, que expresarian mas dolor si la respuesta mecanica de los nociceptores C
aumentara, como ocurre en este modelo (Taguchi et al.,, 2015). Por otro lado,
observaron un incremento significativo de la expresién de mRNA de los canales idnicos
ASIC-3 en DRG, que se han relacionado con la hiperalgesia mecdnica en condiciones de
dolor inflamatorio, no- inflamatorio y neuropatico, aunque la relacién causal no esta
clara. La administracién de un antagonista de los canales idnicos ASIC-3, el APETx2,
aumenté temporalmente los umbrales de dolor disminuidos por la reserpina, lo que
sugiere que estos canales estan relacionados con la hiperalgesia observada en este

modelo (Taguchi et al., 2015). Por ultimo, estos autores observaron un incremento de
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activacion de la microglia medular de un 54% en las ratas tratadas con reserpina
respecto a las ratas control. La microglia espinal se ha demostrado que juega un papel
crucial en las condiciones de dolor crénico de tipo inflamatorio o neuropatico. La
administracion de minociclina, un inhibidor de la activacion de la microglia medular,
suprimié la hiperalgesia mecdnica observada en el modelo de dolor inducido por
reserpina, lo que sugiere la implicacién de la activacion de estas células en la

hiperalgesia producida en este modelo (Taguchi et al., 2015).

Los autores concluyen que todos los cambios en el sistema nervioso periférico
observados en el modelo de FMS inducido por reserpina conducen a una escalada de
dolor o sensibilizacion. El dolor, ademas, puede estar amplificado por la disfuncion del
sistema de control descendente debido a la disminucidon de los inputs periféricos
(desaferenciacién de los nociceptores C) observados en este modelo. Estos
mecanismos podrian explicar el dolor crénico generalizado de los pacientes con FMS

(Taguchi et al., 2015).

Numerosos estudios realizados en las Ultimas décadas muestran que los
pacientes con FMS presentan una alteracién en el procesamiento del dolor a nivel del
sistema nervioso central, lo que les causa la sintomatologia de dolor generalizado,
hiperalgesia y alodinia (Bradley, 2009; Ceko et al., 2012; DeSantana y Sluka, 2012;
Kindler et al., 2011; Lautenbacher y Rollman, 1997; Lee et al.,, 2011; Meeus y Nijs,
2006; Petersel et al., 2011; Sarzi-Puttini et al., 2011; Yunus, 2007). Estas alteraciones
consisten en disfunciones de las vias descendentes inhibidoras y facilitadoras del dolor,
y en un fendmeno de sensibilizaciéon central (Lee et al., 2011; Petersel et al., 2011). Las
vias descendentes del dolor descienden desde el tronco del encéfalo, hipotdlamo y
estructuras corticales, y modulan el input sensorial procedente de las neuronas
sensitivas a nivel del asta posterior de la médula espinal (Lee et al., 2011; Pertovaara,
2013). Las vias descendentes inhibidoras realizan una funcién de analgesia endégena
mediante la liberacion de serotonina, noradrenalina y opioides, que inhiben la
liberacion de neurotransmisores excitadores como el glutamato (Millan, 2002;

Pertovaara, 2013). Las vias descendentes facilitadoras estdan menos descritas, pero en
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general aumentan la sensibilidad sensorial (Lee et al., 2011; Petersel et al., 2011;
Vanegas y Schaible, 2004). Por ultimo, la sensibilizaciéon central conduce a un aumento
de la excitabilidad de las neuronas del sistema nervioso central, con lo que aumenta la
transmision de las sefales dolorosas. Este fendmeno de sensibilizacion ocurre como
resultado del aumento de glutamato y sustancia P en la medula espinal, que en ultima
instancia modula la plasticidad del sistema nervioso central produciendo los sintomas

de hiperalgesia y alodinia (Lee et al., 2011; Petersel et al., 2011).
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Figura 5.1.1. Esquema de los mecanismos involucrados en los sistemes descendentes inhibidores y
facilitadores del dolor y en el fendmeno de sensibilizacion central. Tomado de Lee et al., 2011.

En pacientes con FMS se han estudiado las deficiencias en los sistemas
descendentes inhibitorios del dolor mediante pruebas de modulacién condicionada del
dolor. En estos estudios, la aplicacién de un estimulo doloroso en una parte del cuerpo
(como calor, dolor por torniquete isquémico o frio) aumenté los umbrales de dolor
para otros estimulos dolorosos aplicados posteriormente en otra parte del cuerpo en
los sujetos control, pero no en los pacientes con FMS (Julien et al., 2005; Kosek y
Hansson, 1997; Staud et al., 2001). Estos resultados evidencian un déficit en las vias

descendentes de control del dolor en pacientes con FMS. Este déficit podria explicarse
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por una disfuncién en los sistemas serotoninérgicos y noradrenérgicos descendentes.
En pacientes con FMS se ha hallado una disminucion de los niveles de serotonina y de
su precursor, I-triptéfano, asi como de su principal metabolito acido 5-
hidroxiindoleacético en liquido cefalorraquideo. También se ha encontrado una
disminucion de los niveles de 3-metoxi-4-hidroxifen-etileno, el principal metabolito de
la noradrenalina en el liquido cefalorraquideo de pacientes con FMS respecto a sujetos

control (Legangneux et al., 2001; Parent et al., 2015; Russell et al., 1992).

Por otro lado, los hallazgos en estudios bioquimicos y de neuroimagen en
pacientes con FMS sugieren que estos pacientes tienen una hiperactividad en el
sistema de opioides enddgenos, pero que a su vez presentan un descenso del
potencial de unién de los receptores mu-opioides en el cértex cingulado, la amigdala y
el nucleo accumbens, lo cual es consistente con la ineficacia de los tratamientos con
opioides en estos pacientes (Baraniuk et al., 2004; Harris et al., 2007; Peng et al.,

2015).

La presencia de sensibilizacidon central en pacientes con FMS se ha estudiado
principalmente mediante experimentos que comparan el fendmeno de sumacion
temporal de estimulos dolorosos en pacientes con FMS respecto a pacientes sanos. La
sumacién temporal o “segundo dolor” se basa en la evidencia de que la estimulacién
repetida de las fibras C tiene un efecto de sumacion de los estimulos a nivel del asta
posterior de la médula espinal (“windup”), por lo que el segundo estimulo se percibe
mas intenso aunque no haya variado la magnitud del mismo (Maletic y Raison, 2009).
Este fendmeno ocurre en todos los sujetos experimentales, pero en los pacientes con
FMS la magnitud del segundo estimulo es percibida mucho mas intensa que en los
controles (Price et al., 2002; Staud et al., 2001 y 2003). Algunos autores mantienen que
este fendmeno de “windup” es el sustrato bdasico para la sensibilizacion central
generalizada de los pacientes con FMS (Staud et al., 2012). Ademds, en los pacientes
con FMS respecto a los sujetos control, se han observado elevados niveles de
glutamato en la insula posterior, relacionada con el procesamiento del dolor, que se

correlacionan con un aumento de la sensibilidad al dolor (Harris et al., 2009 y 2008).
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Los estudios genéticos también aportan evidencias de la relacién entre déficits
en el control descendente del dolor mediado por serotonina y noradrenalina y la FMS.
Se han encontrado polimorfismos en genes implicados en el metabolismo vy el
trasporte de monoaminas, como los que expresan la catecolamina-O-metiltransferasa,
el receptor de serotonina 5-hidroxitriptamina tipo 2, y los trasportadores de
serotonina, que estan asociados con el diagndstico o la severidad del FMS (Ablin y

Buskila, 2015; Arnold et al., 2004; Buskila y Sarzi-Puttini, 2006; Buskila et al., 2007).

En estudios de neuroimagen, la aplicacion de un dolor experimental de presién
ha mostrado un aumento en la activacién de la corteza somatosensorial primaria
contralateral, el I6bulo parietal inferior, la insula, el cdrtex cingulado anterior vy
posterior, la corteza somatosensorial secundaria ipsilateral, el giro temporal superior
bilateral y el cerebelo en pacientes con FMS respecto a sujetos control, lo que
proporciona evidencias de un aumento en la sensibilidad al dolor a nivel central en

pacientes con FMS (Gracely y Ambrose, 2011; Gracely et al., 2002; Walitt et al., 2016).

Otros estudios de neuroimagen han mostrado que los pacientes con FMS no
muestran una activacion de la sustancia gris periacueductal ante un estimulo
experimental doloroso de calor, mientras que los sujetos sanos si que muestran una
activacion de este centro tras el mismo estimulo. Dado el papel que la sustancia gris
periacueductal tiene en la modulacién descendente del dolor, estos resultados aportan
nuevas evidencias de una disfuncién de este sistema en pacientes con FMS (Cook et

al., 2004; Jensen et al., 2009; Walitt et al., 2016).

Todas estas evidencias parecen indicar que los pacientes con FMS no conjugan
de forma normal los sistemas inhibitorios descendentes del dolor; ademas, sufren un
aumento de las vias descendentes de facilitacién y sumacion temporal (“windup”), lo
gue conduce a un aumento de la percepcién del dolor a nivel del sistema nervioso

central (Lee et al., 2011; Meeus y Nijs, 2006; Petersel et al., 2011; Yunus, 2007).
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Las evidencias acumuladas respecto a la sintomatologia de dolor en pacientes
con FMS parecen indicar una fuerte relacion entre los déficits de los sistemas
monoaminérgicos y las alteraciones que presentan en el procesamiento del dolor a
nivel del sistema nervioso central. El modelo propuesto por Nagakura et al., produce
una disminucion de las monoaminas centrales similares a las halladas en pacientes con
FMS que se traducen en signos de hiperalgesia y alodinia en las ratas tratadas con
reserpina (Nagakura et al., 2009). Ademas, las evidencias encontradas por Taguchi et
al. (2015) en este modelo muestran alteraciones en el funcionamiento de los
receptores C de dolor, en los canales idnicos ASIC3 y en la microglia medular, también
encontrados en pacientes con FMS o sindromes de dolor crénico generalizado, y que
explican en parte el fendmeno de sensibilizacidon central (Taguchi et al., 2015). Por otro
lado, los estudios de Tamano et al. (2016) muestran la disfuncion de los sistemas de
analgesia enddgena descendentes como consecuencia de la disminuciéon de
monoaminas producida por la administracion de reserpina (Tamano et al.,, 2016).
Asimismo, se ha encontrado que los farmacos empleados en la actualidad en la clinica
de la FMS, principalmente la pregabalina y la duloxetina, son efectivos en reducir los
signos de alodinia e hiperalgesia en el modelo de FMS inducido por reserpina en rata

(Nagakura et al., 2009; Ogino et al., 2013).

Por todo ello, consideramos que este modelo es valido para avanzar en el
conocimiento de los mecanismos subyacentes a las alteraciones descritas en el

procesamiento del dolor en el sindrome de FMS.

5.2. DISCUSION DEL ESTUDIO DE LA SINTOMATOLOGIA DEPRESIVA

Nuestros resultados muestran evidencias de que las ratas sometidas al modelo
de FMS inducida por reserpina presentan sintomatologia depresiva tanto en el Forced

Swimming Test como en el Novelty-Suppressed Feeding Test.
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En el estudio mediante Forced Swimming Test se emplearon 15 ratas macho
Sprague-Dawley, de las cuales 6 fueron tratadas con reserpina y 9 con vehiculo. Los
animales tratados con reserpina mostraron un descenso en la conducta de natacién y
un incremento en el tiempo que pasaron flotando inmdviles en la fase de test
comparado con las ratas control. Esto apoya la teoria que defiende que la reserpina
desarrolla sintomas depresivos en este modelo animal de FMS, y que ademas estos
animales dejan de intentar escapar del cilindro de test (Antkiewicz-Michaluk et al.,
2014; Arora et al., 2011; Hanff et al., 2010; Minor y Hanff, 2015; Minor et al., 2003;
Nagakura et al., 2009; Wang et al., 2014). Asimismo, la ausencia de diferencias
estadisticamente significativas en las conductas de inmovilidad y natacién en la fase de
pretest demuestra que el aumento de tiempo de inmovilidad observado en la fase de
test fue causado por los sintomas depresivos inducidos especificamente por la
reserpina, y no por la induccion de hipocinesia (Antkiewicz-Michaluk et al., 2014;

Minor et al., 2003; Nagakura et al., 2009).

En nuestros experimentos con la adaptacidon del Novelty-Suppressed Feeding
Test empleamos un total de 18 ratas macho Sprague-Dawley, de las cuales 9 fueron
tratadas con reserpina y 9 con vehiculo. Los animales a los que se les administrd
reserpina mostraron un numero menor de incursiones al centro del campo abierto y
tocaron y olieron un menor niumero de veces la comida. El periodo de latencia hasta
gue comieron del centro del campo por primera vez fue mayor en las ratas con
condicién experimental que en las ratas control. Los resultados de este estudio
sugieren firmemente la presencia de sintomas depresivos cuando las ratas han sido
tratadas con dosis subcutdneas continuadas de reserpina: los animales mostraron un
aumento del miedo a los espacios abiertos y bien iluminados, incluso cuando su
necesidad de alimentarse era exacerbada debido al periodo de deprivacion alimentaria

al gue fueron sometidos antes del test (Blasco et al., 2015).

En el estudio original de Nagakura et al. de 2009, en el que describieron por
primera vez la propuesta de un modelo de FMS inducida por reserpina en rata, los

autores concluyeron que las ratas a las que se les habia administrado durante tres dias
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consecutivos una dosis subcutanea diaria de reserpina de 1mg/kg mostraban
sintomatologia depresiva medida con el Forced Swimming Test (Nagakura et al., 2009).
Para realizar el test, los autores colocaron en las patas delanteras de las ratas unos
imanes, y fijaron una cinta metalica en el borde superior del cilindro de natacién, para
que los animales se sujetaran durante la conducta de inmovilidad, modificando asi en
cierta medida el test clasico de natacion forzada. Ademas, para establecer la aparicidn
de conductas depresivas tras la administracidon de reserpina, Unicamente tuvieron en
cuenta el tiempo total que los animales permanecian inmdviles durante el test, por lo
gue sus conclusiones respecto a que el modelo producia sintomas depresivos fueron

cuestionadas (Munro, 2010).

Es por ello que en nuestro estudio hemos reforzado la robustez de las medidas
de sintomas depresivos de dos formas. En primer lugar, hemos empleado el Forced
Swimming Test adaptado por Lucki (Lucki, 1997), siguiendo rigurosamente las
indicaciones publicadas por Slattery y Cryan en la revista Nature Protocols en 2012
(Slattery y Cryan, 2012). Por otro lado, hemos anadido el Novelty-Suppressed Feeding
Test para corroborar las evidencias de sintomas depresivos desde otro paradigma
ampliamente validado por la comunidad cientifica para el estudio de la sintomatologia
depresiva y la eficacia de tratamientos con antidepresivos crénicos (Dulawa y Hen,

2005; lijima et al., 2012; Nam et al., 2014; Rex et al., 1998; Stedenfeld et al., 2011).

En el Forced Swimming Test las ratas son expuestas a una natacién forzada en
un cilindro lleno de agua sin posibilidad de escapar (Porsolt et al., 1977 y 1978). Este
test se basa en la observacion de que cuando las ratas son expuestas al agua, después
de una intensa actividad de conductas de huida como nadar o escalar, muestran una
conducta de inmovilidad. Esta conducta de inmovilidad se considera que refleja o bien
una falta de persistencia en el comportamiento de escape después del estrés (es decir,
la desesperacién conductual) o el desarrollo de un comportamiento pasivo que aleja al
animal de formas activas de afrontamiento del estrés (Cryan y Slattery, 2014; Cryan et

al., 2005; Slattery y Cryan, 2012).
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En el test clasico descrito por Porsolt et al. en 1977, se analizan las diferencias
en el tiempo total de inmovilidad durante el test entre el grupo experimental y el
grupo control para determinar la presencia de sintomas depresivos (Porsolt et al.,
1977). Este procedimiento resulté eficaz para medir el efecto de los antidepresivos de
primera generacion, pero es poco efectivo para medir los efectos antidepresivos de los
nuevos antidepresivos, como los ISRS o los ISRSN (Cryan y Slattery, 2014; Cryan et al.,
2002; Lucki, 1997; Slattery y Cryan, 2012). Es por ello que Lucky et al. en 1997
modificaron los pardmetros del test para adaptarlos a las nuevas necesidades. Esta
modificacidon consistido en aumentar la profundidad del cilindro de natacién (de 15-18
cm a 30 cm) para evitar que las ratas se estabilizaran apoyando la cola en el fondo del
cilindro, y disminuyendo asi el tiempo de inmovilidad; y en el establecimiento de una
técnica de muestreo de conductas en el que se las conductas activas se dividen en dos
categorias, y se registra el comportamiento predominante cada cinco segundos de
entre estas tres conductas: (1) Inmovilidad, descrita como el tiempo que el animal esta
flotando o realiza ligeros movimientos de las extremidades con el Unico fin de
mantener la nariz fuera del agua; (2) Natacion descrito como los movimientos
horizontales que el animal realiza en el cilindro; y (3) Escalada, que se refiere a los
movimientos verticales que el animal realiza con las patas delanteras contra la pared
del cilindro (Lucki, 1997). El registro de las conductas activas y su clasificaciéon en dos
categorias durante el test resulta en una mejora sustancial del test original, ya que
mediante el uso de estudios farmacoldgicos y de lesidn se ha propuesto que estos dos
comportamientos activos se encuentran bajo el control de sistemas de
neurotransmisores diferentes (Cryan et al., 2005; Cryan y Sweeney, 2011). Las
evidencias acumuladas a este respecto muestran que los antidepresivos
catecolaminérgicos aumentan selectivamente el comportamiento de escalada,
mientras que los agentes serotoninérgicos aumentan selectivamente el
comportamiento natatorio (Cryan et al., 2005). Esta prueba ha demostrado ser
sensible al efecto agudo de los tratamientos antidepresivos, asi como a los estados

depresivos inducidos por varios factores (Cryan y Slattery, 2014).
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El Novelty-Suppressed Feeding Test (NSFT) se basa en el fendmeno de la
hiponeofagia, es decir, la inhibicidon de la alimentacidon producida por la exposicién a
una novedad, como un ambiente desconocido o una comida nueva (Dulawa y Hen,
2005). En este paradigma, los roedores se enfrentan a un conflicto entre evitar un
entorno desconocido y altamente iluminado (debido a su miedo innato a espacios
abiertos y nuevos) y la necesidad de alimentarse. Con respecto a este ultimo punto, en
este estudio los animales fueron motivados a acercarse al centro del campo abiertoy a
comer utilizando dos estrategias paralelas: 1) los animales fueron expuestos a un
periodo de privacion de alimentos (Stedenfeld et al., 2011); y 2) se enriquecio la
comida habitual de los animales (pellets estandar) con una solucidn de sacarosa al 50%
para convertirla en mas reforzante y deseable (Dulawa y Hen, 2005). Se emplearon los
pellets estandar para evitar el rechazo de algunos animales a un nuevo alimento, y asi
evitar descartar animales del experimento. Por otro lado, la comida enriquecida con
sacarosa se les administré a las ratas desde el primer dia del proceso de habituacién
hasta el final del procedimiento, para evitar que fuera percibido en el momento del
experimento como novedoso y extrafio, y previniendo de este modo que la comida

tuviese un efecto ansiogénico que influyera en los resultados del NSFT.

El NSFT fue descrito inicialmente para el estudio de conductas relacionadas con
la ansiedad y para evaluar los efectos de farmacos ansioliticos, y se ha demostrado
como un paradigma eficaz para el estudio de tratamientos antidepresivos crénicos en
diferentes modelos de depresion en roedores (Nestler y Hyman, 2010). Por otra parte,
se ha utilizado para medir los efectos de los sintomas depresivos inducidos por estrés
en diversos modelos animales, tales como el tratamiento crénico con corticosterona
(David et al., 2009) o el estrés leve cronico impredecible (UCMS) (Stedenfeld et al.,
2011; Surget et al., 2008).

La deplecion de monoaminas inducida por reserpina afecta a varias funciones
gue pueden sesgar los resultados obtenidos en las pruebas conductuales de depresidn,
a través de signos y sintomas tales como la desregulacidon de temperatura corporal,

hipocinesia con temblores y rigidez muscular, y desregulacién en la ingesta de
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alimentos (Colpaert, 1987; Dulawa y Hen, 2005; Nammi et al., 2005). Estudios
anteriores han demostrado que la hipotermia y la hipocinesia no estan presentes el dia
5 tras la administracion de reserpina, ya sea administrada como una Unica dosis de 3
mg/kg o como tres dosis consecutivas de 1 mg/kg diario (Nagakura et al., 2009; Oe et
al.,, 2010). Los animales, al final de la fase de recuperacion, el dia 5 después de la
Ultima administracion de reserpina, no mostraron hipocinesia, temblor o rigidez, lo
cual fue evidenciado mediante una observacidn directa diaria y un control del estado
fisico de los animales mediante el protocolo de supervision de Morton y Griffiths
(1985). Los experimentos que tuvieron lugar en nuestro laboratorio no mostraron
diferencias significativas en la temperatura rectal a la hora del pretest del FST en
comparacion a la temperatura mostrada en el inicio del periodo de habituacién
(resultados no mostrados). En cuanto al NSFT, no se encontraron diferencias entre los
dos grupos en referencia a la latencia en comer en la jaula, ni en la cantidad de
alimentos ingeridos durante los primeros 10 minutos después del test. Esto indica que
el hecho de no comer del centro del campo abierto no fue causado por una reducciéon
del apetito, sino por el desarrollo de anhedonia y un miedo mayor a espacios

novedosos y muy iluminados (Dulawa y Hen, 2005).

Todas estas observaciones, en conjunto, descartan la posible influencia de la
reserpina en el apetito de la rata o en su movilidad, hechos que podrian sesgar los

resultados del NSFT.

Numerosos estudios han empleado la administraciéon de reserpina en ratas o
ratones para estudiar los mecanismos neurales subyacentes a la depresién o para

probar la eficacia de farmacos antidepresivos.

Los estudios del grupo de Minor emplearon dosis de 6mg/kg de reserpina
intraperitoneal para estudiar la implicacion de la adenosina y las citoquinas
interleuquinas 1P en el efecto depresivo de la reserpina (Minor et al., 2003; Minor y
Hanff, 2015). Estos autores concluyeron que la adenosina y las interleuquinas 13

juegan un importante papel en el desarrollo y el mantenimiento de los sintomas
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depresivos inducidos por reserpina, y que los antagonistas de los receptores de
adenosina A,x podrian presentarse como una buena estrategia terapéutica para la
depresion, especialmente para los pacientes que presentan depresién con fatiga o con

disminucion psicomotora (Hanff et al., 2010; Minor y Hanff, 2015).

Otros estudios han empleado el modelo de depresion inducida por reserpina en
rata o en ratdn para estudiar el efecto de distintas sustancias antidepresivas como el
catalpol (Wang et al., 2014), la tetrahidroisoquinolina (Antkiewicz-Michaluk et al.,
2014), el etazolato (Jindal et al., 2012) o la curcumina (Arora et al., 2011). En estos
estudios, la administraciéon aguda de estos farmacos antidepresivos redujo el tiempo
de inmovilidad en el Forced Swimming Test (Antkiewicz-Michaluk et al., 2014; Arora et
al., 2011; Jindal et al., 2012; Wang et al., 2014) y en el Tail Suspension Test (Jindal et
al., 2012; Wang et al., 2014).

En 2003, Baumeiser et al. publicaron un articulo que cuestionaba los efectos
depresivos de la reserpina y la teoria monoaminérgica de la depresion argumentando
que las evidencias que dieron origen a este “mito” resultan insuficientes (Baumeister
et al., 2003). Estos autores sostenian que esta teoria era mantenida por la comunidad
cientifica y farmacéutica porque proporcionaba un punto de partida para la
investigacion y desarrollo de farmacos antidepresivos sin el cual no tendrian un marco
conceptual en el que basar sus investigaciones. A pesar de la rotundidad con que estos
autores negaban la implicacidon de las monoaminas en la patogénesis de la depresidn,
el trabajo no ha tenido especial impacto en la investigacidon de esta patologia, y tan
solo ha sido citado 10 veces desde que fue publicado. La reserpina continda
empleandose como modelo de depresion en animales, y la teoria monoaminérgica de
la depresion sigue siendo aceptada por la comunidad cientifica y ampliada con las
nuevas evidencias en la implicacién de la plasticidad sindptica producida por el déficit
de monoaminas en el sistema nervioso central en la patogénesis de la depresién
(Antkiewicz-Michaluk et al., 2015; Elhwuegi, 2004; Hamon y Blier, 2013; Hanff et al.,
2010; Maletic y Raison, 2009; Wang et al., 2014).
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La depresidn es la comorbilidad psiquidtrica mas frecuente en pacientes con
FMS, con tasas de prevalencia que van desde 20% a 80% (Aguglia et al., 2011; Buskila y
Cohen, 2007; Fietta et al., 2007; Russell, 2013). Un reciente estudio publicado por
Soriano-Maldonado et al. (2015) muestra una prevalencia del 41% de sintomas de
depresion severa y un 71% de sintomas de depresion moderada en mujeres con FMS
en el sur de Espafia (Soriano-Maldonado et al.,, 2015). Ademads, en este estudio se
muestra que los pacientes con signos severos de depresidon tenian un perfil mas
negativo en la calidad del suefio, la fatiga y el componente mental de la calidad de vida

medido con el test Health-Related Quality of Life (HRQol).

La concurrencia entre el dolor y los sintomas depresivos es un fenédmeno muy
frecuente. Diversos estudios clinicos demuestran que un 30-60% de los pacientes
deprimidos también sufren de una condicion dolorosa, y por lo menos un porcentaje
igual de las personas con dolor créonico cumplen también los criterios para un
diagnodstico de trastorno del estado de dnimo (Agliera-Ortiz et al., 2011; Bair et al.,

2008; Demyttenaere et al., 2007; Maletic y Raison, 2009; Torta et al., 2014).

Desde un punto de vista biopsicosocial, la interrelaciéon entre los estados de
dolor y las alteraciones en el estado de dnimo podrian explicarse por una relacién de
circulo vicioso (Meloni, 2015; Maletic y Raison, 2009; Torta et al., 2014). El dolor
crénico afecta a la calidad del sueiio y produce fatiga e incapacidad para realizar las
tareas de la vida diaria, lo que desencadena ansiedad y estados de animo deprimidos.
Asimismo, las personas con FMS suelen tener dificultades para identificar y describir
sus sentimientos (alexitimia), lo que aumenta la catastrofizaciéon y el miedo al dolor,
produciendo estados de ansiedad generalizada y depresion (Meloni, 2015). Por otro
lado, un estado de animo deprimido disminuye los umbrales de dolor y amplifica la
percepcion del dolor, tanto a nivel emocional como cognitivo, lo que empeora la

sintomatologia dolorosa (Torta et al., 2014).

Ademads de la evidente relacién biopsicosocial entre el dolor crénico y la

depresidn, existen evidencias neurofisiologicas que relacionan las vias patogénicas de
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estas dos patologias y que explican la elevada prevalencia en que estos dos sintomas
coexisten. Desde una perspectiva evolutiva, es evidente que tanto las emociones
negativas como el dolor fisico tienen un elevado valor de supervivencia, dado que
ambos proporcionan una clara sefial de que las condiciones actuales son una amenaza
para la supervivencia de un organismo. Por lo tanto, no es sorprendente que las vias
periféricas y centrales de la depresidn y el dolor se superpongan, ni que participen en

la modulacion de la respuesta inmune (Maletic y Raison, 2009).

En los ultimos anos, numerosos estudios electrofisiolégicos, genéticos,
bioquimicos y de neuroimagen han acumulado evidencias de un elevado solapamiento
entre los sistemas patogénicos implicados en las alteraciones del estado de animo y en

el dolor crénico (para revisiéon ver Maletic y Raison, 2009).

Los estudios de neuroimagen muestran alteraciones comunes entre la
depresion y el FMS en la corteza prefrontal medial, dorsolateral y lateral orbital, la
insula, la corteza cingulada anterior, el hipocampo, el tdlamo, el nlcleo accumbensy la
sustancia gris periacueductal (Bernik et al., 2013; Ceko et al., 2012; Del Pozo-Cruz et
al., 2015; Gracely y Ambrose, 2011; Kim et al., 2016; Maletic y Raison, 2009; Walitt et
al., 2016). Los estudios genéticos también apuntan a alteraciones genéticas
compartidas entre estos dos trastornos, especialmente en los genes implicados en la
regulacion monoaminérgica, en la transmisién de péptidos, en la respuesta
inflamatoria, en el ritmo circadiano y en la sefalizacién neurotréfica, como por
ejemplo polimorfismos en genes que regulan el locus promotor de transporte de la
serotonina (SHTTPR), el receptor de serotonina 5HT2A, la catecol-O-metil transferasa
(COMT), la monoamino oxidasa (MAO), el factor neurotroéfico cerebral (BDNF), y la
sintesis o actividad de CRF y glutamato (Ablin y Buskila, 2015; Arnold et al., 2004;
Buskila y Cohen, 2007; Buskila y Sarzi-Puttini, 2006; Hen et al., 2006; Maletic y Raison,
2009; Park et al., 2015). Tanto en la depresién como en los trastornos de dolor crénico
como el FMS se han encontrado alteraciones en el eje hipotdlamo-hipofisario-adrenal
(HHA) y en el sistema nervioso simpdtico, derivadas de las condiciones de estrés

mantenido que implican estas patologias (Becker y Schweinhardt, 2012; Maletic y
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Raison, 2009). De hecho, algunos estudios consideran que la etiologia del FMS deriva
de alteraciones en los sistemas reguladores del estrés (Becker y Schweinhardt, 2012;
Neeck, 2002), e incluso han sugerido que el FMS no es una entidad clinica propia, sino
el resultado de una activacidn mantenida de los sistemas encargados de restablecer la
homeostasis en los organismos, es decir, en los sistemas reguladores del estrés (Lyon
et al., 2011). Las evidencias acumuladas sugieren que la alteracidon de estos sistemas
esta probablemente relacionada con alteraciones de las aminas bidgenas en el sistema
nervioso central de los pacientes con depresién y dolor crénico (Becker vy

Schweinhardt, 2012; Di Franco et al., 2010).

La disfuncion de los sistemas monoaminérgicos es una de las evidencias mas
destacadas de la fisiopatologia que comparten el FMS y la depresién. Tanto en
pacientes con FMS como en pacientes con depresion existen alteraciones
neurofisiolégicas en los sistemas reguladores de dopamina, noradrenalina vy
serotonina, encontrandose disminuidos los niveles de estos neurotransmisores tanto
en sangre como en liquido cefalorraquideo (Becker y Schweinhardt, 2012; Chinn et al.,
2016; Elhwuegi, 2004; Legangneux et al., 2001; Maletic y Raison, 2009; Nestler et al.,
2002; Parent et al., 2015; Russell et al., 1992).

En vista del papel clave que tiene la disfuncion de los sistemas
monoaminérgicos en la patogénesis del FMS y dado que la reserpina se emplea
ampliamente en la investigacion basica de la depresidn, consideramos que el modelo
de FMS inducido por reserpina en rata (Nagakura et al., 2009) es un buen modelo para

la exploracién basica de los sintomas depresivos en el FMS.

5.3. DISCUSION DEL ESTUDIO DE LAS ALTERACIONES DEL SUENO

Los resultados obtenidos en el andlisis del sueio de las ratas a las que se les ha
administrado reserpina, siguiendo el modelo descrito por Nagakura et al. (2009),

muestran alteraciones electrofisiolégicas en su arquitectura y una mayor actividad
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motora durante los periodos de suefio tras la administracion de reserpina.

Esta parte del estudio tenia dos objetivos fundamentales: por un lado, analizar
si en el modelo empleado se producian alteraciones del suefio, como ocurre en
pacientes de FMS; y por otro, caracterizar la actividad electrofisioldgica presente en

este modelo experimental.

La busqueda de biomarcadores en enfermedades neuropsiquiatricas resulta de
gran interés en la actualidad, con el objetivo de mejorar la evaluacién del grado
severidad (Neumann et al, 2014; Sun et al., 2015; Clark et al., 2016) y la prediccion de
la respuesta al tratamiento (losifescu et al., 2009). En la depresiéon mayor, asi como en
el trastorno bipolar, el estrés crénico y muchas otras alteraciones neuropsiquiatricas,
la afectacidn cognitiva y de procesamiento emocional se relacionan con alteraciones

en las oscilaciones neuronales (para revision, Leuchter et al., 2015).

Para este estudio, se realizd una implantacion crénica de electrodos de campo
para el registro de la actividad oscilatoria del hipocampo y de electrodos de
electromiograma (EMG) implantados en la nuca para medir la actividad motora. Las
ratas fueron grabadas mientras se realizaban los registros durante cuatro horas diarias,
tanto en los dias previos a la administracién de reserpina, durante los dias de

administracion y en dias alternos, hasta 21 dias tras la administracion de reserpina.

El analisis de los videos fue empleado para determinar los periodos de suefio y
evaluar el comportamiento con medidas de actividad motora y de fragmentacion. Este
analisis reveld diferencias estadisticamente significativas respecto al numero de
sacudidas por hora, que aumentd significativamente durante el periodo de
administracion y durante la primera semana tras la reserpinizacion. Este resultado
indica un aumento de actividad motora durante el suefio producido por la reserpina,

gue influiria en la calidad del suefio (Diaz-Piedra et al., 2015; Rosenfeld et al., 2015).

Respecto al resto de parametros, se observan tendencias a un aumento del
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tiempo de suefio por hora, menos periodos de suefio y mayor duracién de los mismos
durante las tres semanas posteriores a la ultima administracion de reserpina. Es
probable que la ausencia de significacion en estos parametros se deba a la elevada
variabilidad conductual entre los sujetos tras la reserpinizacién y a los pocos
ejemplares analizados. Seria recomendable aumentar el nimero de casos para

comprobar si las tendencias se confirman estadisticamente.

En los datos obtenidos mediante el andlisis electrofisiolégico se observa una
alteracion de la arquitectura del suefio tras la administracion de reserpina en base a

numerosas evidencias.

Por un lado, en el suefio control, como corresponde al suefio fisioldgico, los
animales presentaban un predominio de fases de ondas lentas (SWS) respecto a las
fases identificadas como suefio REM. Durante el periodo de administracién este patrén
se invirtid, mostrandose un significativo predominio de fases REM respecto a SWS. En
las tres semanas posteriores a la administracion, la proporcién de SWS se elevo de
forma progresiva, superando de forma significativa los periodos de SWS observados en
los registros control. Este aumento del suefio de ondas lentas podria explicarse por un
mecanismo compensatorio. Por una parte, en el que el organismo necesitaria mas
tiempo de descanso en SWS para compensar las perturbaciones en el descanso
producidas por el aumento de la actividad motora y por el estrés derivado de la
reserpina, que produce un cuadro de dolor, como hemos observado en nuestro
estudio; por otra, para compensar la disminucién de SWS durante los dias de
administracion. Este efecto rebote en la cantidad de sueno SWS tras la deprivacién ha

sido descrito como mecanismo homeostatico (Ferrara et al., 1999).

El andlisis también permitid observar un aumento en el niUmero de transiciones
de fase de suefio en la segunda y tercera semana tras la administracion de reserpina
respecto al periodo control. Esta alteracién resulta relevante para nuestro estudio,
dado que este fenédmeno también se ha observado en pacientes con FMS (Burns et al.,

2008).
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La electromiografia mostré una disminucion significativa en la proporcion de
tiempo de sueiio con atonia muscular respecto a la observada en los registros control
en las tres semanas posteriores a la administracion de reserpina. Esto implica un
aumento significativo de la actividad motora durante el suefio y que correlaciona con
las medidas conductuales de sacudidas durante el suefio descritas en el estudio
conductual. Este aumento de la actividad motora influye también en la deteccién de
ventanas clasificadas como sueino REM, ya que la atonia fue uno de los criterios
empleados para la clasificacién dado que es una caracteristica de este estado de suefio
paraddjico, junto con la predominancia de ritmo theta hipocdmpico (Jouvet, 1962;
Winson, 1974; Chase y Morales, 1990). Ademds, mientras que en el periodo control
aparecia una correlacién negativa entre la potencia relativa de theta y la actividad del
EMG, como era esperable en casos de suefio REM fisioldgico, esta correlacién se

perdio en la segunda semana tras la administracion de la reserpina.

La pérdida de atonia durante el suefio REM se da en diferentes patologias.
Estudios clinicos que hay una elevada comorbilidad entre la depresidn y el sindrome de
piernas inquietas en pacientes con depresidn (para revisidn, Picchietti y Winkelman,
2005). Este sindrome es una alteracién que implica deterioro de la calidad del suefio,
fatiga durante el dia, una pérdida de calidad de vida y déficits atencionales, y se
relaciona con una hipofuncién del sistema dopaminérgico. También existe una mayor
incidencia de sintomas depresivos en otras patologias del suefio, como la narcolepsia o
la apnea del suefio. La pérdida de atonia durante el suefio REM también ocurre en el
Parkinson (Gagnon et al., 2002), e incluso se ha considerado un indicador precoz de

enfermedades neurodegenerativas (McCarter et al., 2012).

En nuestro estudio, ademas, en las semanas posteriores a la administracién de
reserpina, se observd un incremento progresivo y significativo de las ondas lentas,
tanto en su potencia relativa como en el nimero de regiones y su duracidn, mientras
que la potencia relativa de las spindles disminuyd. Este es un hallazgo relevante, dado
que la reduccién de spindles durante el suefio NREM también ocurre en mujeres con

FMS, asociada a la reduccién del umbral de dolor (Landis et al., 2004).
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Las ondas lentas son el principal patrén oscilatorio presente durante el suefio
no REM. Durante el suefo, el cerebro no permanece silente sino que presenta
fluctuaciones de su actividad eléctrica, que resultan determinantes para el
procesamiento de informacion (Steriade et al., 1993; Modlle y Born 2011). Las ondas
lentas, de frecuencias menores a 1.5 Hz, suponen la sincronizacién de la actividad
eléctrica de grandes poblaciones de neuronas. Mediante esta coordinacién, se produce
la alternancia entre fases de elevada hiperpolarizacidon o “down states”, con silencio
neuronal, y fases de despolarizacion o “up states”, en las que se produce la
reactivacion de circuitos talamocorticales que han sido activados durante la vigilia, asi
como la interaccién entre el hipocampo y el neocértex. Estos procesos son
fundamentales para la consolidacién de memoria (Mednick et al., 2013) e implican,
como uno de sus correlatos electrofisiolégicos, la concurrencia de spindles con las

ondas lentas (Cox et al., 2012).

El hecho de que la aparicién de las ondas lentas tras la administracién de
reserpina no se corresponda con un incremento en las spindles hipocampicas sugiere
gue no se estan favoreciendo procesos de consolidacion de memoria en el SWS, sino
gue principalmente estan proporcionando periodos de reposo neuronal (Steriade et

al., 1993; VanSomeren et al., 2011).

Vyazovskiy y Harris (2013) propusieron que el papel de las ondas lentas sobre
las neuronas individuales, a través de los estados de hiperpolarizacion, es permitir el
descanso neuronal y su recuperacidn a través de una reduccién de inputs sindpticos
gue se corresponde con el cese de estimulos sensoriales y con inmovilidad. En el caso
de las ratas reserpinizadas, en las que el suefio, tanto REM como SWS, presenta una
actividad muscular mayor a la fisiolégica, cabe pensar que el predominio de ondas
lentas con predominio de fases hiperpolarizantes debe aumentar con un objetivo de
compensar el exceso de actividad y favorecer el descanso neuronal. La verificacidn de
esta hipdtesis requeriria, en el futuro, de un analisis mas detallado de las ondas lentas,
en términos de predominio de up y down states y de sincronizacidn con oscilaciones de

mayor frecuencia, como spindles y ripples, asi como de actividad neuronal unitaria.
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Una de las alteraciones mds destacables del analisis espectral del SWS es la
presencia de incursiones de ondas rapidas (7-8 Hz) durante los periodos de suefio de
ondas lentas. Este hallazgo se correlaciona parcialmente con las incursiones de ondas
alpha en el suefio de ondas lentas observadas en los estudios polisomnograficos de
pacientes con FMS. Estas incursiones de ondas rapidas en el suefio de ondas lentas
representan la caracteristica mdas destacable de las alteraciones del suefio en estos
pacientes con FMS (Moldofsky, 2008; Roizemblatt et al., 2001; Rosenfeld et al., 2015;
Vijayan et al., 2015).

Esta alteracidn parece interferir en la capacidad de recuperacion que permite el
suefo de ondas lentas. De acuerdo con el trabajo de Moldofsky (2008), ademas, los
umbrales de dolor por presién disminuyeron de forma correlacionada con la intrusidn
de actividad alpha. Sin embargo, cabe senalar que esta coexistencia de alpha con
ondas lentas no resulta exclusiva del FMS, sino que ha sido descrita en otras
alteraciones, como es el caso de la depresidon mayor, en los que se relaciona con una

mayor somnolencia durante el dia (Jaimchariyatam et al., 2011).

Respecto a las ondas theta, caracteristicas del suefio REM, no se observaron
diferencias en su potencia relativa respecto a los registros control tras la
administracion de reserpina, salvo tendencias estadisticas al aumento en el ratio
temporal y a la duracidn de las regiones, con un descenso en la potencia en la tercera
semana. Cabe pensar que estos resultados se deben a la elevada variabilidad,
producida por el reducido nimero de ejemplares, y que una muestra mayor
probablemente ofreceria una reduccién significativa en la banda. Si se observd una
mayor continuidad, expresada como una reduccion de la fragmentacién, en la banda
theta durante los dias de administracidn, sin diferencias significativas en las semanas

posteriores.

Los efectos observados en los dias de administracidon sobre el ritmo theta bien
pueden deberse a la deplecidon de serotonina en el nucleo del rafe mediano, principal

inhibidor de la oscilacion (Assaf y Miller, 1978). Este nucleo proyecta sobre estructuras
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clave en el circuito de generacidon y modulacidn del ritmo theta, incluyendo al septum
medial /banda diagonal de Broca y el propio hipocampo (Acsady et al., 1996; Vertes et
al., 1999) y su lesidn o inhibicién origina la aparicién de theta persistente (Maru et al.,
1979; Kinney et al., 1995). Por su parte, la disminuciéon de onda lenta en esos dias
puede deberse a la deplecidn en el rafe dorsal, cuya actividad es necesaria para que la
corteza prefrontal genere esta oscilacion (para revisién, Puig y Gulledge, 2011). La
reversion de estos efectos en las semanas posteriores puede ser debida a la
recuperacién progresiva de las monoaminas y a mecanismos homeostaticos que

compensen la deprivacion de suefio NREM.

En la banda theta, ademds, se produjo una disminucién significativa de la
frecuencia de esta banda desde los dias de administracion. La frecuencia comenzdé
durante los dias de administracién, sin llegar a normalizarse por completo en las
semanas posteriores. Esta reduccién de frecuencias podria explicarse por la
disminucion de monoaminas causada por la reserpina, ya que esta descrito que el
theta de frecuencias mas altas estd regulado por el sistema monoaminérgico, mientras
que el theta de frecuencias mas bajas se encuentra bajo el control de la acetilcolina

(Ach) (Garzon et al., 1998; Reinoso-Suarez et al., 2011).

Las alteraciones del suefio y las condiciones de dolor persistente coexisten con
una elevada prevalencia. De hecho, las evidencias indican una relacién reciproca entre
estos dos fendmenos (Finan y Smith, 2013; Frange et al., 2014). Las condiciones de
dolor alteran los patrones normales de suefio, hasta el punto de que un 88% de
pacientes con dolor crénico presentan alteraciones del suefio (Smith vy
Haythornthwaite, 2004). Por otro lado, las alteraciones del suefio aumentan las
puntuaciones de dolor, y al menos un 50% de las personas con insomnio sufren de

dolor crénico (Taylor et al., 2007).

En la actualidad no existe ningun estudio que haya analizado los patrones de
suefio en modelos animales de FMS (Frange et al., 2014; Tomim et al.,, 2016). En

cambio, diversos estudios con animales han establecido una relacidn reciproca entre
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las alteraciones del suefio y el dolor (Hicks et al., 1979; Carli et al., 1987; May et al.,
2005; Andersen et al., 2006; Muncey et al., 2010; Tomim et al., 2016). Concretamente,
han demostrado aumentos de la actividad nociceptiva y a la percepcién del dolor, con
umbrales de tolerancia menores, debidos a la deprivacién del suefio (Onen et al., 2001;
Lautenbacher et al., 2006; Nascimento et al., 2007; Frange et al., 2014; Tomim et al.,
2016). Por otro lado, las evidencias sugieren que el dolor persistente puede influir en
los estadios del suefio, dependiendo de la intensidad del dolor y las diferentes
sensibilidades al dolor de cada estadio del suefio. Los modelos animales de dolor
inflamatorio, neuropdtico y post-operatorio demuestran cambios en la amplitud de la

actividad delta y la duracidn del suefio de ondas lentas (1-4 Hz) (Leys et al., 2013).

Un reciente estudio de Tomim et al. (2016), ha demostrado que el efecto
pronociceptivo de la deprivacién del suefio REM (paradoxical-sleep-deprivation, PSD)
en ratas estd mediado por la alteraciéon de las vias descendentes facilitadoras e
inhibidoras del dolor. En este estudio los autores comprobaron que la PSD producia un
efecto pronociceptivo en el procesamiento tanto de un dolor ténico (Formalin Test)
como de un dolor fasico (Randall and Selitto Test). Ademas, la PSD disminuia el efecto
antinociceptivo de la morfina inyectada en la sustancia gris periacueductal (PAG) y
producia un aumento de la expresion de c-fos en la médula rostro-ventral (RVM) pero
no en PAG. La PAG es el centro del sistema modulador descendente del dolor que
controla la transmisiéon nociceptiva en la médula espinal (Pertovaara, 2013). Después
de integrar los inputs del sistema nervioso central y periférico, proyecta hacia RVM
desde donde las vias descendentes proyectan directamente al asta dorsal de la médula
a través de la via del funiculo dorsolateral (DLF). Para comprobar si la pronocicepcién
observada tras la PSD estaba mediada por las vias descendentes facilitadoras e
inhibidoras del dolor, realizaron una lesién traumatica de la via DLF a nivel de T1-T2 e
inocularon en PAG agonistas y antagonistas tanto de la via descendente facilitadora
como de la inhibidora. El efecto pronociceptivo de la PSD desaparecié tras la lesidn de
la via DLF, y el tratamiento con agonistas y antagonistas de las vias descendentes
evidencido que la PSD producia un aumento del input nociceptivo al inhibir la via

inhibitoria descendente e hiperactivar la via facilitadora descendente del dolor, con
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una mayor influencia de la via facilitadora en el efecto pronociceptivo de la PSD
(Tomim et al.,, 2016). Los pocos estudios que han estudiado los mecanismos
subyacentes al efecto pronociceptivo de la PSD se han limitado a la médula espinal, y
han mostrado que la PSD modula el sistema serotoninérgico, aumenta la actividad
glutamatérgica y reduce la actividad GABAérgica (Frange et al., 2014; Tomim et al.,
2016). En concreto, se ha sugerido que la deprivacion del suefio REM Por otro lado, el
descenso de serotonina induce insomnio e hiperalgesia tanto en humanos como en

animales (Frange et al., 2014).

Los efectos de la deprivacién sobre la nocicepcidon no son exclusivos de la fase
REM. En general, la deprivacidon del suefio tiene efectos hiperalgésicos y, ademas,
interfiere en los efectos analgésicos de farmacos serotoninérgicos (Lautenbacher, et
al., 2005). En estudios clinicos se ha observado que también la deprivacion especifica
del suefio NREM provoca dolor muscular, sin que este efecto se dé tras la deprivacién
de REM (Moldofsky et al. 1975, Moldofsky y Scarisbrick, 1976; Older et al., 1998;
Drewes et al., 1998) y la deprivacion completa también disminuye el umbral de
tolerancia al dolor por presién (Onen et al., 2001). La tolerancia, en cambio, aumenta,
tras periodos compensatorios de suefio de ondas lentas en fases 3 y 4. Este hecho
también podria sugerir que el aumento que observamos en las ondas lentas tenga un

objetivo de reducir el dolor percibido tras la administracion de la reserpina.

Estas disfunciones de las vias descendentes inhibidoras y facilitadoras del dolor
también se han descrito en pacientes con FMS como una de las posibles explicaciones
a la sintomatologia de dolor generalizado crénico que presentan (Petersel et al., 2011;
Lee et al., 2011; Chinn et al., 2016). Como ya se ha mencionado anteriormente, los
sintomas presentes en FMS estan interrelacionados, y la presencia y severidad de una
condicion dolorosa crénica, una alteracion en los patrones del suefio o una
sintomatologia depresiva se influyen negativamente de forma reciproca. Asimismo, la
co-existencia de esta sintomatologia podria deberse a las alteraciones del sistema
monoaminérgico presentes en los pacientes con FMS (Moldofsky, 1982; Ohayon, 2009;

Cordero et al., 2010; Finan y Smith, 2013).
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Ya se ha mencionado en apartados anteriores la influencia de las monoaminas
sobre el procesamiento del dolor y del estado de dnimo, pero también tienen un papel
clave en la regulacién del suefio. La serotonina y la noradrenalina influyen en el
establecimiento ciclico entre la vigilia, el suefio de ondas lentas y el suefio REM. Las
proyecciones noradrenérgicas y serotoninérgicas del locus coeruleus y del nucleo del
rafe dorsal son reguladores clave de los patrones de disparo de las neuronas
GABAérgicas del nucleo perigeniculado y de las neuronas tadlamo-corticales a lo largo
del ciclo suefio/vigilia (Kesic et al., 2011). Estudios con lesiones de locus coeruleus y del
nucleo del rafe dorsal muestran que la disfuncidon de estos sistemas monoaminérgicos
altera el acoplamiento tanto de las ondas lentas como de las theta durante el suefio,
alterando los patrones normales tanto del SWS como del suefio REM (Kalauzi et al.,

2009; Kesic et al., 2011).

Estudios polisomnograficos en pacientes con FMS muestran una alteracién
predominante en la arquitectura del suefio en este sindrome, la intrusién de ondas
alpha (rapidas) durante el suefio de ondas lentas (delta) (Moldofsky, 2010; Roehrs et
al., 2013). Esta alteracion no es exclusiva de los pacientes con FMS, pero esta presente
en un 60% de los pacientes estudiados, frente al 25% de pacientes que lo presentan en
otros tipos de insomnios (Russell, 2013). La intrusiéon de ondas alpha durante el suefio
de ondas lentas explica en parte la presencia de suefio no reparador, y ademas se ha
descrito en diversos estudios la relacidn entre esta alteracién y la disminucién de los
umbrales de dolor, lo que influiria también en la sintomatologia de dolor generalizado
de los pacientes con FMS (Roizenblatt et al., 2001; Roizenblatt et al., 2011; Roehrs et
al., 2013). Diversos estudios muestran que cuantas mas intrusiones de ondas alpha en
las fases de sueno de ondas lentas en pacientes con FMS, mayor puntuacion de dolor
(hipersensibilidad y/o alodinia) (Moldofsky, 1982, 2008 y 2010; Roehrs et al., 2013;
Choy, 2015).

Otra alteracion descrita en los pacientes con FMS y que también explica la
presencia de suefio no reparador es la elevada fragmentacién de los periodos de

sueno. Esta fragmentacion del sueino se debe principalmente a la presencia de las
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ondas alfa en el suefio de ondas lentas previamente descrito y a un aumento de la
actividad motora durante el suefio (Togo et al., 2010; Roizenblatt et al., 2011; Russell,

2013).

En nuestro estudio se demuestra que la administracién de reserpina altera la
arquitectura del sueiio, disminuyendo significativamente los periodos de fase REM vy
aumentando los periodos de SWS en las semanas post-reserpina. También se observa
un mayor numero de transiciones de fases del suefio, la presencia de incursiones de
ondas rapidas durante el SWS y una mayor actividad motora durante el suefio. Tras las
evidencias expuestas anteriormente, nuestros hallazgos sugieren la presencia de suefio
no reparador y deprivacidon inicial de suefio de ondas lentas y justifican asi una
influencia de las alteraciones de suefio observadas sobre el aumento de las

puntuaciones de dolor encontradas en este modelo.

Por otro lado, las alteraciones descritas en el SWS también sugieren la
presencia de alteraciones cognitivas en las ratas tratadas con reserpina. A pesar de que
existe un significativo predominio del SWS en las semanas posteriores a la
administracion de reserpina, este aumento de ondas lentas no se correlaciona con un
aumento en la presencia de spindles, lo que correlaciona con estudios en mujeres con
FMS (Landis et al., 2004) e indica que el suefio observado no favorece los procesos de
consolidacién de la memoria. Todavia es necesario determinar mejor los patrones
oscilatorios y su sincronizacién en el modelo de reserpinizacién y en pacientes con
FMS. Sin embargo, las alteraciones observadas podrian constituir, al menos en parte, la
base de las alteraciones cognitivas que se dan con elevada frecuencia en esta
enfermedad, que incluyen problemas atencionales, déficits de memoria o incapacidad
para la planificacion (para revisidn, Glass, 2009). Seria necesario realizar un estudio
mas exhaustivo de las habilidades cognitivas de las ratas reserpinizadas para poder

confirmar la presencia de alteraciones similares.

En conclusidn, los datos obtenidos mediante el estudio del suefio de las ratas

sometidas al modelo de FMS inducido por reserpina en rata evidencian la presencia de
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alteraciones en los patrones de suefio como consecuencia de la disfunciéon
monoaminérgica provocada por la administracidon de reserpina. Las alteraciones
halladas se corresponden en parte con las descritas en los pacientes con FMS, en
cuanto a una pérdida de la arquitectura normal del suefio, una mayor alternancia de
las fases del suefio, incursiones de ondas de altas frecuencias en las fases de SWS,
disminucion en las spindles y un aumento de la actividad motora durante el suefio.
Estos hallazgos no sélo justifican |la presencia de suefio no reparador, sino que ademas
sugieren la presencia de alteraciones cognitivas y de la consolidacién de memoria,
también presentes en los pacientes con FMS. En conjunto, los resultados obtenidos en
el estudio de suefio apoyan la utilidad de la reserpinizacién como modelo experimental
de FMS. Ademas, podrian servir como base para realizar un estudio mas detallado de
los patrones oscilatorios que puedan ser empleados en el diagndstico y en la
prediccién de la respuesta al tratamiento, como ya ocurre en otras alteraciones

neuropsiquiatricas.

5.4. DISCUSION DEL ESTUDIO INMUNOHISTOQUIMICO DE FOS

Nuestro trabajo incluyé un estudio de la actividad neuronal medida en
términos de expresién de la proteina Fos en los nicleos monoaminérgicos Nucleo del
Rafe Dorsal (DR), Locus Coeruleus (LC) y Area Tegmental Ventral (VTA) (principales
nucleos serotoninérgico, noradrenérgico y dopaminérgico, respectivamente), tras la
administracion de reserpina. Para ello, se trataron a los sujetos bien con una dosis
subcutanea de reserpina aguda de 1mg/kg, o bien mediante una inyeccion subcutanea
de 1mg/kg una vez al dia durante tres dias consecutivos (Nagakura et al., 2009). Los
animales del grupo control recibieron el mismo volumen de vehiculo (acido acético en
agua destilada) sin reserpina en una Unica dosis subcutanea. Los grupos tratados con
dosis Unica fueron perfundidos a las 2 horas y 30 minutos de la administracion,
mientras que los animales del grupo tratado con tres dosis fueron perfundidos a las 6
horas tras la ultima administracion. De esta manera, los grupos de estudio se

nombraron de la siguiente forma: AAG, RES_AG y RES_6H.
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Tras una dosis aguda de reserpina los animales mostraron un aumento de la
expresion de c-fos en los 3 nucleos estudiados (DR, LC y VTA) respecto a los animales
control no reserpinizados. Por otro lado, sin embargo, tras el protocolo de
administracion de una dosis diaria de reserpina repetida durante tres dias se observd
un incremento significativo en la expresién de c-fos en LC, y una severa disminucién en

DRy en VTA, respecto a los animales control.

La reserpina actla bloqueando irreversiblemente el transportador de
monoaminas 2 (V-MAT 2), encargado de acumular las monoaminas en vesiculas de
membrana, una vez sintetizadas o después de ser recaptadas desde la hendidura
sindptica, a nivel del terminal sindptico de las neuronas. De esta forma, ademas de
favorecer el transporte y liberacidn de las monoaminas, regula el entorno citosdlico de
las neuronas, protegiéndolo de las toxinas derivadas de la degradacién y oxidacion de
las monoaminas. La reserpina inhibe de forma irreversible al transportador vesicular V-
MAT 2, por lo que las monoaminas se oxidan en el citosol celular, produciendo unos
desechos que tienen accién neurotdxica y pueden producir muerte neuronal

(Antkiewicz-Michaluk et al., 2015; Minor y Hanff, 2015).

Es bien conocida la relacién entre las neuronas noradrenérgicas de LC, las
serotoninérgicas de DR, y las dopaminérgicas de VTA (Flik et al., 2015; Katz et al., 2010;
Yetnikoff et al., 2014).

En condiciones fisioldgicas, esta descrito que VTA ejerce acciones excitatorias
sobre DR a través de la activacion de los receptores D,. A su vez, la dopamina de VTA
ejerce una excitacion directa de DR a través de los adrenoreceptores a;. El dorsal rafe
ejerce inhibicién directa sobre VTA por medio de la activacién de los receptores 5-HT,,
e indirecta sobre LC a través de la activacién de interneuronas gabérgicas por los
receptores 5-HT,5. También se ha descrito una acciéon inhibitoria de LC sobre VTA, y
existen evidencias que sugieren que las vias dopaminérgicas descendentes inhiben la
actividad de las neuronas noradrenérgicas de LC a través de los receptores D, y los

adrenérgicos a; (Flik et al., 2015; Katz et al., 2010; Yetnikoff et al., 2014).
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Hasta el momento, el Unico estudio que ha tratado de caracterizar el
comportamiento del cerebro de rata mediante inmunodeteccion de Fos tras
someterlas a un tratamiento con reserpina ha sido el de Fritschy et al. en 1991
(Fritschy et al.,, 1991). En este estudio se compararon el grupo tratado con una
inyeccion de salino (0,5 ml) con el grupo tratado con una Unica inyeccidén de reserpina

(5mg/kg).

Una, dos, seis, ocho, y veinticuatro horas después del tratamiento, las ratas
fueron perfundidas. Al finalizar la perfusién, el cerebro fue extraido y fijado en la
misma solucién fijadora. Posteriormente se llevd a cabo wuna doble
inmunofluorescencia con anticuerpos para Fos y para tirosin hidroxilasa (TH) con el fin
de identificar qué neuronas catecolaminérgicas presentaban Fos tras el tratamiento
con reserpina.

Los resultados de este estudio mostraron que tras la administracién de una
Unica inyeccion de reserpina de 5mg/kg, numerosos nucleos en varias areas del
cerebro presentaban un intenso marcaje de Fos. Tras tres horas de la administracién
de reserpina la mayoria de las neuronas presentes en el LC aparecieron fuertemente
marcadas; también se detectd presencia de marcaje en DR. Este estudio no incluyé

VTA.

En general, los resultados obtenidos por Fristchy et al. (1991) mostraron que
tras una dosis aguda de reserpina el marcaje de Fos en la mayoria de los nucleos
estudiados era mayor que en las ratas control (tratadas con salino). Estos resultados
coinciden parcialmente con los nuestros, ya que tanto en el LC como en DR (y en
nuestro caso también en VTA) observamos un incremento de Fos tras una dosis aguda

de reserpina, en comparacion al grupo control.

En nuestro estudio, la administracién aguda de reserpina produjo un aumento
de la actividad en los tres nucleos seleccionados. Esto podria ser consecuencia de un
aumento en la sintesis de noradrenalina, serotonina y dopamina: debido a Ia

incapacidad de las vesiculas para almacenar y liberar estos neurotransmisores a la
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hendidura sinaptica como consecuencia de la administracion de reserpina, los sistemas
noradrenérgicos, serotoninérgicos y dopaminérgicos quedarian parcialmente vacios de
estos neurotransmisores, lo que aumentaria la demanda y los mecanismos de
feedback activarian la produccién de los mismos, reflejandose en un aumento de la
actividad de la célula. Por otro lado, el aumento de la presencia de estas monoaminas
en el citosol celular debido a la rotura de las vesiculas de almacenamiento también
activaria la sintesis de la encima degradadora MAO, lo que también se reflejaria en un
aumento de la actividad celular (Antkiewicz-Michaluk et al., 2015; Minor y Hanff,

2015).

En un estudio electrofisiolégico parecido, Katz et al. (2010) también
comprobaron que la administracién de una dosis aguda de reserpina producia un
aumento de la actividad del DR como consecuencia de una disminucidon de la
disponibilidad de 5-HT. Dicha explicacion se veia reforzada por el hecho de que el
escitalopram, un inhibidor selectivo de la recaptacion de serotonina (ISRS), producia
una disminucién en la actividad de DR al aumentar los niveles de 5- HT (Katz et al.,
2010). En el mismo estudio, la administracidon de nomifensina, un inhibidor selectivo de
la recaptacion de dopamina y noradrenalina, disminuyd la actividad electrofisioldgica
de VTA y LC al aumentar los niveles de dopamina y noradrenalina, respectivamente,
mientras que la de DR aumentd, ya que en este caso los niveles de serotonina no

aumentaron (Katz et al., 2010).

Por lo que respecta a los resultados obtenidos a las 6 horas de la tercera
administracion de reserpina, el incremento de actividad se mantiene en LC pero se
invierte en DR y en VTA, hasta alcanzar valores inferiores a los obtenidos en el grupo

control.

El aumento de la actividad de LC es directamente proporcional a la disminucién
de las monoaminas en general, y de la noradrenalina en particular. La via
noradrenérgica del LC ejerce una gran influencia en los circuitos neuronales

encargados de la vigilia activa y procesos cognitivos dependientes del estado de vigilia.
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En primer lugar, este sistema contribuye a la induccidon y el mantenimiento de la
actividad neuronal del cerebro anterior y el estado conductual apropiado para la
adquisicion de la informacidn sensorial (por ejemplo, la vigilia). En segundo lugar, en el
estado de vigilia, la noradrenalina mejora y/o modula la recoleccién y procesamiento
de la informacidén sensorial saliente a través de acciones sobre la percepcién sensorial,
la memoria, la atencién y los procesos motores (Berridge y Waterhouse, 2003; Bouret
y Sara, 2005; Samuels y Szabadi, 2008). Quizas debido a su relacién con los circuitos
neurales encargados de aquellas actividades que requieren una activacidon continua,
como la vigilia o la percepcidn sensorial, los circuitos dependientes de la noradrenalina
de LC necesitan demandar continuamente noradrenalina, lo que provoca que cuanta
menos noradrenalina exista, mas necesaria sea su fabricacidn. Esto explicaria que en el
caso de la administracidon repetida, al haber una mayor deplecién se produzca una

mayor activacion.

El descenso de la actividad de DR observado tras las 6 horas de la tercera
administracion podria ser debido a la disminucién de noradrenalina y dopamina, ya
qgue dichos neurotransmisores presentan, en condiciones fisioldgicas, un efecto
excitador sobre este nucleo, de modo que si estos disminuyen la actividad de DR cae a

limites inferiores (Mansari et al., 2010).

El descenso en la actividad de VTA a las 6 horas de la tercera administracién de
reserpina podria explicarse por su relacién con el Nucleo Accumbens. El circuito entre
el Estriado Ventral y el Nucleo Accumbens es un componente clave en la respuesta de
estrés ante el dolor y en el sistema de analgesia. El Nucleo Accumbens recibe
informacién cognitiva de la corteza prefrontal, sefiales emocionales relevantes de la
amigdala, e informacidon contextual del hipocampo (Goto y Grace, 2005). La
retroalimentacion de las aferencias del Nucleo Accumbens tiene un papel clave en la
modulacion de la liberacion de dopamina en VTA, y juega un papel importante en el
equilibrio ente la actividad dopaminérgica mesocortical y mesolimbica (Wood et al.,
2007a). La excesiva activacion de la amigdala y diversas estructuras corticales como

consecuencia del estrés crénico, el dolor o los sintomas depresivos, observados tras la
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administracién de 1 mg/kg durante tres dias consecutivos en nuestro estudio, mas la
deplecion dopaminérgica en el Nucleo Accumbens, podrian explicar la disminucién en
la actividad de VTA que observamos en nuestros resultados (Drevets et al., 2008;
Epstein, 2006; Goto y Grace, 2005; Maletic y Raison, 2009; Wood et al.,, 2007a vy
2007b).

Los resultados de nuestro estudio muestran cambios en el patrdn de activacidn
de LC, DR y VTA como consecuencia de la administracién de reserpina. Los cambios en
los patrones son diferentes segun si se administra una dosis aguda de 1 mg/kg o una
dosis diaria de 1 mg/kg repetida durante tres dias consecutivos. A pesar de la evidencia
del efecto central de la reserpina sobre las monoaminas, no podemos establecer una
relacién directa entre estos cambios de actividad neuronal y las alteraciones

conductuales observadas en nuestro trabajo, debido a las limitaciones de esta técnica.

5.5. CONSIDERACIONES FINALES

Tras el analisis de los todos resultados obtenidos, consideramos valido el
modelo de FMS inducido por reserpina en rata propuesto por Nagakura et al. en 2009.
El modelo reproduce al menos tres de los sintomas mas relevantes del FMS: dolor,
sintomas depresivos y alteraciones del suefio. Asimismo, provoca cambios en la
actividad de 3 de los principales nucleos de los sistemas monoaminérgicos
(serotoninérgico, noradrenérgico y dopaminérgico ), directamente relacionados con la

regulaciéon de estos sintomas.

El presente estudio nos acerca un poco mas al conocimiento del FMS y su
posible etiopatogenia, pero sin duda y ain mas interesante, nos ha abierto la puerta a

nuevas preguntas que nos suscitan a seguir investigando en esta linea.

Una de las primeras lineas que vamos a investigar es la caracterizacién

neuroquimica de los centros monoaminérgicos que han modificado su patrén de
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activacion tras la administracion de reserpina, tanto en dosis aguda como en dosis
repetida. Es necesario conocer la naturaleza de las células que han resultado Fos-
positivas en el analisis inmunohistoquimico para conocer el significado de esta
activacion, y analizar las consecuencias de su activacion o inhibicidn. Es por ello que
empleando técnicas de doble marcaje inmunohistoquimico mediante fluorescencia
podriamos comprobar la naturaleza neuroquimica de las células Fos-positivas. No
podemos ignorar que aunque la poblacion principal de neuronas en DR, LC y VTA sea
serotoninérgica, noradrenérgica o dopaminérgica, respectivamente, existen otras
poblaciones neuronales dentro de estos nucleos, como por ejemplo la de células
gabaérgicas, que podrian ser las que modificasen su patrén de activacién tras la

administracion de reserpina y las responsables del marcaje de Fos.

Seria un estudio muy interesante ya que la principal limitacién de la deteccion
inmunohistoquimica de Fos radica en que Unicamente proporciona informacién sobre
si un nucleo esta activo o no, pero no indica los niveles de monoaminas presentes en
cada uno de los nucleos ni aporta informacidn sobre qué tipo de células estan siendo

activadas (Kovacs et al., 2008).

Por ello, seria también un complemento perfecto al presente trabajo realizar
pruebas de microdialisis in vivo para observar in situ las fluctuaciones de
neurotransmisores derivadas de la administracidon de reserpina. La microdialisis se
utiliza en la actualidad como técnica para la monitorizacién de la bioquimica tisular de
cualquier tejido, incluido el cerebral. La ampliacién de este trabajo con dicha técnica
permitiria documentar los cambios metabdlicos regionales que ocurren en el cerebro
de las ratas tratadas con reserpina y compararlo con el grupo control, con el fin de
aumentar nuestro conocimiento sobre el comportamiento del cerebro de estas ratas, y
determinar la concentracion de neurotransmisores en las diferentes areas del cerebro
(Bourne 2003; Brunner y Langer, 2006; Engstrom et al, 2005; Hillered et al, 2005;
Tisdall y Smith, 2006; Ungerstedt y Rostami, 2004).
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Por otro lado, también seria interesante realizar estudios con trazadores o
estudios de electrofisiologia, ya que esto nos permitiria relacionar el grado de
actividad de los centros que mandan informaciéon a DR, LC y VTA con el estado de
mayor o menor activacién de estos 3 nucleos, y también nos ayudaria a determinar por
qué los nucleos monoaminérgicos estudiados se activan de distinta forma segun si se

trata de dosis aguda o repetida, y a explicar su diferente comportamiento.

Otro aspecto que consideramos necesario aclarar es el motivo por el que
nuestro estudio sélo ha incluido ratas macho.

Usamos ratas macho con el objetivo de replicar el estudio original de Nagakura
et al. (2009). Se puede argumentar que la ausencia de ratas hembra constituye una
limitacion de nuestro estudio, ya que el FMS se ha descrito clasicamente como una
patologia predominante en mujeres. Sin embargo, las recientes evidencias muestran
que empleando los nuevos criterios diagndsticos de FMS, las diferencias en la

prevalencia entre hombres y mujeres no es tan pronunciada (Jones et al., 2015).

En cualquier caso, aunque el FMS es una patologia predominante en mujeres,
no debemos olvidar que también hay un porcentaje de hombres afectados por esta
enfermedad y los sintomas que presentan no difieren de los encontrados en mujeres

(Wolfe et al., 2013).

Asimismo, los estudios de las alteraciones de dolor y estado de animo se
realizan comunmente en machos, debido a la influencia que las hormonas sexuales y
los ciclos menstruales ejercen sobre estos sistemas en las hembras (Cryan y Slattery,
2014; Fillingim y Ness, 2000). Las evidencias muestran que en los estudios relacionados
con el procesamiento del dolor tanto en ratas hembra como en mujeres con o sin FMS,
en los cuales se realiza un control de sus ciclos hormonales, los resultados obtenidos
resultan controvertidos (Aloisi y Bonifazi, 2006; Okifuji y Turk, 2006). Ademas, en los
estudios sobre tests que emplean el fendomeno de hiponeofagia también existe
controversia en los resultados obtenidos entre machos y hembras respecto a las

diferencias entre ambos grupos (Dulawa y Hen, 2005).
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Por ello, con el objetivo de validar el modelo de FMS inducido por reserpina en
rata, hemos decidido usar el modelo en machos por ser mdas estable y menos

susceptible de alteraciones hormonales.

Nagakura et al. (2009) no encontraron diferencias significativas entre ratas
macho y hembra en cuanto a la sensibilidad al dolor en su modelo. No obstante, en la
metodologia no se especificaba si a las ratas hembra se les controlé el ciclo menstrual,
0 si se tuvo siquiera en cuenta; por tanto, estas pruebas deberian replicarse prestando

atencion al ciclo menstrual de las hembras.

En cualquier caso, el uso de ratas hembra es un objetivo que tenemos en
cuenta en nuestro laboratorio para futuros estudios de este modelo, ya que es
necesario aumentar nuestro conocimiento sobre el FMS desde todos los puntos de

vista posibles.

Otra de las lineas de investigacion que abre el hecho de disponer de un modelo
animal valido de FMS es poder comprobar el grado de eficacia de los farmacos que
actualmente se emplean en el tratamiento del FMS (duloxetina y pregabalina), o
incluso, de los nuevos farmacos que pudieran indicarse en un futuro. Bastaria
comprobar si estos farmacos, administrados de forma aislada o combinada, u otros
nuevos, mejoran o no la sintomatologia reproducida por el modelo validado en este

trabajo. Y en caso afirmativo, en qué grado.

Hemos de reconocer, sin embargo, que una de las lineas de investigacién mas
inesperada que nos ha abierto el estudio electrofisiolégico de los patrones de suefio de
las ratas sometidas al tratamiento con reserpina, es la posibilidad de obtener en este
modelo alteraciones cognitivas y de la consolidacién de la memoria, otro de los
sintomas frecuentes en el FMS. Para ello, seria necesario analizar con mas
detenimiento y descomponer los patrones de spindles observadas en el SWS, para

determinar y cuantificar los periodos up states y down states propios de las spindles.

TESIS DOCTORAL ARANTXA BLASCO SERRA



236 DISCUSION

Ademads, seria necesario comprobar mediante pruebas conductuales de memoria y
aprendizaje si las ratas presentan alteraciones de estas funciones tras la

administracion de reserpina.

El FMS es una enfermedad con un nivel de prevalencia en nuestro entorno y un
grado de afectacién de la calidad de vida de quienes la sufren que justifica
sobradamente cualquier esfuerzo que la comunidad cientifica pueda hacer para

avanzar en el conocimiento de su etiopatogenia.

A fecha de hoy, sigue siendo un sindrome de etiologia desconocida lo que
condiciona no sdlo el disponer de un tratamiento eficaz y especifico, sino incluso su

propio diagndstico.

Para cualquier enfermedad, disponer de un modelo animal valido capaz de
reproducirla supone un salto de calidad enorme que facilita y acelera los avances

cientificos en su ambito de actuacion.

El modelo validado en el presente estudio, no sélo abre las puertas al desarrollo
de nuevas estrategias terapéuticas para el tratamiento del FMS, sino que ademas

ofrece datos sdélidos acerca de su posible mecanismo etiopatogénico.
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1. El modelo de sindrome de fibromialgia inducido por reserpina en rata
reproduce sintomas dolorosos (alodinia e hiperalgesia) compatibles con las
alteraciones en el procesamiento del dolor presentes en el sindrome de

fibromialgia en el ser humano.

2. El modelo de sindrome de fibromialgia inducido por reserpina en rata
reproduce sintomas depresivos compatibles con las alteraciones en el estado

de dnimo presentes en el sindrome de fibromialgia en el ser humano.

3. El modelo de sindrome de fibromialgia inducido por reserpina en rata produce
alteraciones en los patrones de suefio compatibles con las alteraciones del

suefio presentes en el sindrome de fibromialgia en el ser humano.

4. La reserpina produce en la rata alteraciones en los patrones de activacion de
los principales ndcleos monoaminérgicos troncoencefdlicos, como son el

Nucleo del Rafe Dorsal, el Locus Coeruleus y el Area Tegmental Ventral.

5. Las monoaminas, especialmente la serotonina y la noradrenalina, juegan un

papel clave en la etiopatogenia del sindrome de fibromialgia.

6. El modelo de sindrome de fibromialgia inducido por reserpina en rata es un

modelo animal valido para el estudio preclinico del sindrome de fibromialgia.
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ANEXOS 2
ANEXO I. DESCRIPTIVOS DEL ELECTROVONFREY TEST

Group Estadistico Error tip.
Media 1,0674 ,03977
Intervalo de confianza  Limite inferior ,9799
para la media al 95% Limite superior 1,1550
Media recortada al 5% 1,0714
Mediana 1,0154
Varianza ,019

AAG Desv. tip. ,13776
Minimo 82
Maximo 1,24
Rango A2
Amplitud intercuartil 24
Asimetria - 141 ,637
Curtosis -1,156 1,232

RECINORMAL

Media 4360 ,03075
Intervalo de confianza  Limite inferior ,3683
para la media al 95% Limite superior ,5037
Media recortada al 5% 4332
Mediana /4020
Varianza ,011

RES Desv. tip. ,10653
Minimo ,29
Maximo ,63
Rango .33
Amplitud intercuartil A7
Asimetria ,752 ,637
Curtosis -,489 1,232
Media L9461 04041
Intervalo de confianza  Limite inferior 8572
para la media al 95% Limite superior 1,0351
Media recortada al 5% ,9543
Mediana ,9789
Varianza ,020

AAG Desv. tip. ,1399%
Minimao ,61
Maximo 1,12
Rango 51
Amplitud intercuartil A7
Asimetria -1,300 ,637
Curtosis 1,904 1,232
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REC3NORMAL

RES

Media

Intervalo de confianza
para la media al 95%
Media recortada al 5%
Mediana

Varianza

Desv. tip.

Minimo

Maximo

Rango

Amplitud intercuartil
Asimetria

Curtosis

Media

Intervalo de confianza
para la media al 95%
Media recortada al 5%
Mediana

Varianza

Desv. tip.

Minimo

Maximo

Rango

Amplitud intercuartil
Asimetria

Curtosis

Limite inferior

Limite superior

Limite inferior

Limite superior

,3896
,4943
L4369

L4128

,3679
,9704
,9208

,9349

08063

79

1,02

23

,02380

637
1,232

;02328

637

1,232
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RECSNORMAL

Media ,5189 ,03204
Intervalo de confianza  Limite inferior 4484
para la media al 95% Limite superior ,9894
Media recortada al 5% ,9150
Mediana ,5080
Varianza ,012

RES Desv. tip. ,11098
Minimao 36
Maximo 75
Rango 39
Amplitud intercuartil A7
Asimetria ,548 ,637
Curtosis ,039 1,232
Media 5984 ;05882
Intervalo de confianza  Limite inferior ,8689
para la media al 95% Limite superior 1,1278
Media recortada al 5% ,9916
Mediana ,9472
Varianza ,042

AAG Desv. tip. 420376
Minimo ,76
Maximo 1,36
Rango ,60
Amplitud intercuartil ,30
Asimetria ,781 ,637
Curtosis -,485 1,232

RECYNORMAL

Media 4982 ,01631
Intervalo de confianza  Limite inferior 4623
para la media al 95% Limite superior /5341
Media recortada al 5% ,5008
Mediana ,5137
Varianza ,003

RES Desv. tip. ,05650
Minimo 39
Maximo /56
Rango A7
Amplitud intercuartil ,08
Asimetria -1,093 ,637
Curtosis ,141 1,232
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ANEXO II. DESCRIPTIVOS DEL RANDALL AND SELITTO TEST

Group

RECINORMAL

RES

Media

Intervalo de confianza

para la media al 95%

Media recortada al 5%
Mediana

Varianza

Desv. tip.

Minimo

Maximo

Rango

Amplitud intercuartil
Asimetria

Curtosis

Media

Intervalo de confianza

para la media al 95%

Media recortada al 5%
Mediana

Varianza

Desv. tip.

Minimo

Maximo

Rango

Amplitud intercuartil
Asimetria

Curtosis

Media

Intervalo de confianza

para la media al 95%

Media recortada al 5%
Mediana

Varianza

Desv. tip.

Minimo

Maximo

Rango

Amplitud intercuartil
Asimetria

Curtosis

Limite inferior

Limite superior

Limite inferior

Limite superior

Limite inferior

Limite superior

Estadistico
1,1629
1,0565

1,2694

1,1472
1,0907
,028
16755
1,02
1,59
,57

13
1,856
3,217
,4977
,4253

5702

,4915
,4542
,013

11397

|74
,38
13

1,287

1,0200
,9262

1,1139

1,0230
1,0808
,022
14777
,79
1,20
41
,28

-, 450

-1,541

Error tip.

,04837

637

1,232
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REC3NORMAL

RES

Media

Intervalo de confianza

para la media al 95%

Media recortada al 5%
Mediana

Varianza

Desv. tip.

Minimo

Maximo

Rango

Amplitud intercuartil
Asimetria

Curtosis

Media

Intervalo de confianza

para la media al 35%

Media recortada al 5%
Mediana

Varianza

Desv. tip.

Minimo

Maximo

Rango

Amplitud intercuartil
Asimetria

Curtosis

,4713 ,03966

Limite inferior ,3840

Limite superior

1,465 ,637

2,235 1,232

,9910 ,04245
Limite inferior 8975

1,0844
Limite superior

1,29

-,116 1,232

TESIS DOCTORAL
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RECSNORMAL
RES
AAG
REC7NORMAL
RES

Media

Intervalo de confianza

para la media al 95%

Media recortada al 5%
Mediana

Varianza

Desv. tip.

Minimo

Maximo

Rango

Amplitud intercuartil
Asimetria

Curtosis

Media

Intervalo de confianza

para la media al 95%

Media recortada al 5%
Mediana

Varianza

Desv. tip.

Minimo

Maximo

Rango

Amplitud intercuartil
Asimetria

Curtosis

Media

Intervalo de confianza

para la media al 95%

Media recortada al 5%
Mediana

Varianza

Desv. tip.

Minimo

Maximo

Rango

Amplitud intercuartil
Asimetria

Curtosis

Limite inferior

Limite superior

Limite inferior

Limite superior

Limite inferior

Limite superior

A617

,3756

2,050
5,372
1,0332
,9150

1,1515

1,0244
,9458

,035

,3918
,3818

,016

728

,03915

637
1,232

,05373

1,232

,036659

1,232

ARANTXA BLASCO SERRA
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ANEXO IIl. DESCRIPTIVOS DEL FORCED SWIMMING TEST_PRETEST

NADAR

CONEXP

CONTROL

RESERPINA

CONTROL

Media

Intervalo de confianza

para la media al 95%

Media recortada al 5%
Mediana

Varianza

Desv. tip.

Minimo

Maximo

Rango

Amplitud intercuartil
Asimetria

Curtosis

Media

Intervalo de confianza

para la media al 95%

Media recortada al 5%
Mediana

Varianza

Desy. tip.

Minimo

Maximo

Rango

Amplitud intercuartil
Asimetria

Curtosis

Media

Intervalo de confianza

para la media al 95%

Media recortada al 5%
Mediana

Varianza

Desv. tip.

Minimo

Maximo

Rango

Amplitud intercuartil
Asimetria

Curtosis

Limite inferior

Limite superior

Limite inferior

Limite superior

Limite inferior

Limite superior

Estadistico Error tip.
24,11 1,495
20,66

27,56

24,07
23,00
20,111
4,485
19
30
1
9
,259 717
-1,790 1,400
20,00 2,449
13,70

26,30

19,56

18,00

36,000

6,000

16

32

16

6
2,233 ,845
5,177 1,741
7,11 1,379

3,93

10,29

17,111

4,137

16
13

1,247 117

1,831 1,400

TESIS DOCTORAL
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ESCALAR
Media 5,17 ,792
Limite inferior 3,13
Intervalo de confianza
7,20
para la media al 95% Limite superior
Media recortada al 5% 513
Mediana 4,50
Varianza 3,767
RESERPINA
Desv. tip. 1,941
Minimo 3
Maximo 8
Rango 5
Amplitud intercuartil 4
Asimetria ,638 ,845
Curtosis -1,243 1,741
Media 148,78 1,949
Limite inferior 144,28
Intervalo de confianza
153,27
para la media al 95% Limite superior
Media recortada al 5% 148,64
Mediana 147,00
Varianza 34,194
CONTROL
Desv. tip. 5,848
Minimo 142
Maximo 158
Rango 16
Amplitud intercuartil 10
Asimetria ,098 ,717
Curtosis -1,022 1,400
INMOVILIDAD
Media 154,83 2,414
Limite inferior 148,63
Intervalo de confianza
161,04
para la media al 95% Limite superior
Media recortada al 5% 155,26
Mediana 156,50
Varianza 34,967
RESERPINA
Desv. tip. 5,013
Minimo 143
Maximo 159
Rango 16
Amplitud intercuartil 6
Asimetria -2,234 ,845
Curtosis 5221 1,741

ARANTXA BLASCO SERRA
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ANEXO IV. DESCRIPTIVOS DEL FORCED SWIMMING TEST_TEST

NADAR

CONEXP

CONTROL

RESERPINA

CONTROL

Media

Intervalo de confianza

para la media al 95%

Media recortada al 5%
Mediana

Varianza

Desv. tip.

Minimo

Maximo

Rango

Amplitud intercuartil
Asimetria

Curtosis

Media

Intervalo de confianza

para la media al 95%

Media recortada al 5%
Mediana

Varianza

Desv. tip.

Minimo

Maximo

Rango

Amplitud intercuartil
Asimetria

Curtosis

Media

Intervalo de confianza

para la media al 95%

Media recortada al 5%
Mediana

Varianza

Desv. tip.

Minimo

Maximo

Rango

Amplitud intercuartil
Asimetria

Curtosis

Estadistico
14,11
Limite inferior 11,03
17,20
Limite superior
13,96
13,00
16,111
4,014
10
21
11

Limite inferior 3,46

Limite superior

4,81
5,00
2,944

1,716

-,134
-,825
3,89
Limite inferior 46
7,31
Limite superior
3,54
2,00
19,861

4,457

14
14

1,652

2,966

Error tip.

1,338

TESIS DOCTORAL

ARANTXA BLASCO SERRA



280 ANEXOS
ESCALAR
Media 1,22 324
Limite inferior A8
Intervalo de confianza
1,97
para la media al 95% Limite superior
Media recortada al 5% 1,19
Mediana 1,00
Varianza 944
RESERPINA
Desv. tip. 972
Minimo 0
Maximo 3
Rango 8
Amplitud intercuartil 2
Asimetria ,502 717
Curtosis -,009 1,400
Media 42,00 1,443
Limite inferior 38,67
Intervalo de confianza
45,33
para la media al 95% Limite superior
Media recortada al 5% 41,94
Mediana 43,00
Varianza 18,750
CONTROL
Desv. tip. 4,330
Minimo 35
Maximo 50
Rango 15
Amplitud intercuartil 6
Asimetria ,285 717
Curtosis ,590 1,400
INMOVILIDAD
Media 54,00 441
Limite inferior 52,98
Intervalo de confianza
55,02
para la media al 95% Limite superior
Media recortada al 5% 54,00
Mediana 54,00
Varianza 1,750
RESERPINA
Desv. tip. 1,323
Minimo 52
Maximo 56
Rango 4
Amplitud intercuartil 2
Asimetria ,000 717
Curtosis -1,248 1,400

ARANTXA BLASCO SERRA
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ANEXO V. DESCRIPTIVOS DEL NOVELTY-SUPPRESSED FEEDING TEST

TIEMPOCOMER

GRUPO

RES

RES

Media

Intervalo de confianza

para la media al 95%

Media recortada al 5%
Mediana

Varianza

Desy. tip.

Minimo

Maximo

Rango

Amplitud intercuartil
Asimetria

Curtosis

Media

Intervalo de confianza

para la media al 95%

Media recortada al 5%
Mediana

Varianza

Desv. tip.

Minimo

Maximo

Rango

Amplitud intercuartil
Asimetria

Curtosis

Media

Intervalo de confianza

para la media al 95%

Media recortada al 5%
Mediana

Varianza

Desv. tip.

Minimo

Maximo

Rango

Amplitud intercuartil
Asimetria

Curtosis

Estadistico
5,4833
Limite inferior 3,8172
7,1494
Limite superior
5,3626
5,0500
4,698
2,16753
3,14
10,00

6,86

Limite inferior 1,8418

Limite superior

2,8224
2,4200
1,778
1,33328

1,37

Limite inferior ,3297

Limite superior

Error tip.

,72251

117
1,400

,44443

TESIS DOCTORAL

ARANTXA BLASCO SERRA



282

ANEXOS

AACERCARSEMIN

TOCAROLERMIN

RES

Media

Intervalo de confianza

para la media al 95%

Media recortada al 5%
Mediana

Varianza

Desv. tip.

Minimo

Méximo

Rango

Amplitud intercuartil
Asimetria

Curtosis

Media

Intervalo de confianza

para la media al 95%

Media recortada al 5%
Mediana

Varianza

Desv. tip.

Minimo

Méximo

Rango

Amplitud intercuartil
Asimetria

Curtosis

Media

Intervalo de confianza

para la media al 95%

Media recortada al 5%
Mediana

Varianza

Desv. tip.

Minimo

Maximo

Rango

Amplitud intercuartil
Asimetria

Curtosis

1,9715 ,30410
Limite inferior 1,2702

2,6727
Limite superior

-,592 717
443 1,400
,2057 ,10507

Limite inferior ,2634

Limite superior

L4904
,3074
,099

,31520

,985 117
,298 1,400
1,3196 ,25215
Limite inferior ,7382

1,9011
Limite superior

,053 717
-,855 1,400

ARANTXA BLASCO SERRA
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ANEXO VI. DESCRIPTIVOS DE INMUNOHISTOQUIMICA DE
FOS_DORSAL RAFE

Condicion

RES_AG

RES_6H

Media

Intervalo de confianza

para la media al 95%

Media recortada al 5%
Mediana

Varianza

Desv. tip.

Minimo

Maximo

Rango

Amplitud intercuartil
Asimetria

Curtosis

Media

Intervalo de confianza

para la media al 95%

Media recortada al 5%
Mediana

Varianza

Desv. tip.

Minimo

Méximo

Rango

Amplitud intercuartil
Asimetria

Curtosis

Media

Intervalo de confianza

para la media al 95%

Media recortada al 5%
Mediana

Varianza

Desv. tip.

Minimo

Maximo

Rango

Amplitud intercuartil
Asimetria

Curtosis

Estadistico
45,78
Limite inferior 37,90
53,65
Limite superior
45,48
49,00
250,654
15,832
19
78
59
24
-,021
-,500
99,13
Limite inferior 85,04
113,23
Limite superior
97,31
90,00
647,981
25,455
71
160
89

Limite inferior 15,54

Limite superior

19,14
18,00
60,140
7,755
8

38

30

Error tip.

3,732

TESIS DOCTORAL
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ANEXO VII. DESCRIPTIVOS DE INMUNOHISTOQUIMICA DE

Condicion

Fos RES_AG

RES_6H

Media

Intervalo de confianza

para la media al 95%

Media recortada al 5%
Mediana

Varianza

Desv. tip.

Minimo

Maximo

Rango

Amplitud intercuartil
Asimetria

Curtosis

Media

Intervalo de confianza

para la media al 95%

Media recortada al 5%
Mediana

Varianza

Desv. tip.

Minimo

Méximo

Rango

Amplitud intercuartil
Asimetria

Curtosis

Media

Intervalo de confianza

para la media al 95%

Media recortada al 5%
Mediana

Varianza

Desv. tip.

Minimo

Maximo

Rango

Amplitud intercuartil
Asimetria

Curtosis

FOS_LOCUS COERULEUS

Estadistico
37,06
Limite inferior 27,39
46,72
Limite superior
35,84
34,00
377,467
19,429
13
83
70

Limite inferior 50,61

Limite superior

57,37
54,00
334,223
18,282
34

a7

63

557
- 117
93,95
Limite inferior 81,74
106,16
Limite superior
93,56
95,00
680,366
26,084
54
141
87
40
,133

-,885

Error tip.
4,579

464
,902

5,833

,512

,992

ARANTXA BLASCO SERRA
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ANEXO VIII. DESCRIPTIVOS DE INMUNOHISTOQUIMICA DE
FOS_AREA TEGMENTAL VENTRAL

Condicion

RES AG

RES_6H

Media

Intervalo de confianza

para la media al 95%

Media recortada al 5%
Mediana

Varianza

Desv. tip.

Minimo

Maximo

Rango

Amplitud intercuartil
Asimetria

Curtosis

Media

Intervalo de confianza

para la media al 95%

Media recortada al 5%
Mediana

Varianza

Desv. tip.

Minimo

Maximo

Rango

Amplitud intercuartil
Asimetria

Curtosis

Media

Intervalo de confianza

para la media al 95%

Media recortada al 5%
Mediana

Varianza

Desv. tip.

Minimo

Maximo

Rango

Amplitud intercuartil
Asimetria

Curtosis

Estadistico

44,25

Limite inferior 32,48

56,02
Limite superior

44,17

50,50

343,114

18,523

17

73

56

35

-,122

-1,387

179,33

Limite inferior 161,36

197,30
Limite superior

180,70

189,00

546,500

23,377

131

203

72

35

-1,202

1,053

28,09

Limite inferior 22,79

33,39
Limite superior

28,21

28,00

62,291

7,892

14

40

26

16

-,342

-,455

Error tip.

5,347
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