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“La mayoria de las personas no entienden la fibromialgia. En realidad, no lo pueden
entender; te ven, te miran, y en apariencia estds bien. Asi que no lo entienden. El dolor
de la fibromialgia es como una tension o dolor muscular profundo. Para mi, ha sido un
tedioso y profundo dolor y malestar continuado en todo mi cuerpo. Nunca sé como va a
ser mi dia. Me tengo que despertar por la mafiana y ver qué me duele y como puedo
medicarlo y ver si voy a poder funcionar todo el dia. Durante el transcurso del dia,
siento que tengo una fecha de caducidad. Es como si tuviera pesas colgando de las
rodillas, de la espalda, del cuello, de las caderas... y siento que empiezo a caer...aunque
todavia pueda sentirme bien mentalmente, mi cuerpo me encierra en mi misma y
tengo que acostarme.

La medicacion estd afectando a mis actividades de la vida diaria. Normalmente la tomo
por la noche para que pueda funcionar por la mafiana, pero ya no puedo improvisar ni
hacer nada como antes. Necesito un “momento de gracia” para levantarme, ver lo que
me duele...ver si necesito tomar medicamentos adicionales. Es como si estuviese
caminando por una espesa niebla.

Al principio, lo mds dificil fue obtener un diagndstico. Tenia que ser A, B, C, D o E, y no
lo era. Desde que mi médico me diagnostico fibromialgia, la parte frustrante ha sido
encontrar un tratamiento que me ayudase a volver a algo lo mds parecido a una vida
normal que se pueda.

Lo que yo me pregunto es, ¢ hay un plan mejor para mi?”

“Ms. P”, paciente del Dr. Clauw, en la conferencia que tuvo lugar en el
Beth Israel Deaconess Medical Center, en Boston, Massachusetts,
El 4 de octubre de 2012.
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1.1 Sindrome de fibromialgia: Definicion e historia

El sindrome de fibromialgia (FMS) es una enfermedad que se caracteriza
principalmente por dolor muscular créonico generalizado o multifocal, de origen
desconocido, y la co-existencia de otras manifestaciones clinicas, como las alteraciones
del estado de animo, los trastornos del sueno, 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).

El término FMS fue usado primera vez por Hench en 1976 (Hench, 1976). Desde el siglo
XIX se han venido empleando diferentes nombres ante aquellos casos de dolor crénico
generalizado de naturaleza musculoesquelética sin causa identificada; y entre ellos han
destacado las denominaciones: Puntos Sensibles, Dolor Muscular, Myitis, Fibrositis,
Fibromiositis Nodular, Reumatismo Psicégeno... (Hench y Mitler, 1986; Inacini y Yunus,
2004).

Aunque existen posibles referencias al FMS en la medicina antigua, sobre todo en las
obras de Hipdcrates, se pueden aislar dos ideas diferentes sobre el comienzo del
estudio del FMS. En primer lugar, el concepto del "Reumatismo Muscular", introducido
en el siglo XIX en Alemania. En 1842, Robert Friedrich Froriep describe los “nddulos
musculares” o “muskelschwiele”, describiéndolos como “grandes placas de
consistencia en musculos de enfermos reumaticos”. Este concepto inicié el estudio del
FMS y favorecié el desarrollo de técnicas de tratamiento como el masaje en las bandas
musculares tensas por J. Mezger. Posteriormente, en 1903, A. Cornellius postulé que
las caracteristicas que influian sobre los puntos dolorosos/sensibles de los pacientes
no estaban determinadas por el curso de los nervios y que ademas las influencias
externas, incluyendo cambios ambientales, emocionales o fisicos, podrian alterar las
estructuras neuronales ya hiperreactivas asociadas con estas condiciones. En segundo
lugar, el concepto de "fibrositis-fibromialgia", desarrollado a principios del siglo XX en
Inglaterra, siendo W. Telling el primer autor que acuid el término “Fibromiositis
Nodular” en 1911. Los estudios enfocados a este sindrome en Estados Unidos

empezaron a partir de 1927, los cuales distinguieron el sindrome miofascial del FMS,
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acufiados con el término “miofibrositis” o “neurofibrositis” (Chaitow, 2003; Marson y
Pasero, 2008).

Las personas con dolor crénico, trastornos del suefo y fatiga crénica han sido descritas
en la literatura desde tiempos biblicos. Diferentes autores consideran que personajes
notables como Florence Nightingale o Charles Darwin, los cuales mostraron esta
sintomatologia, podrian haber sido diagnosticados en la actualidad con FMS (Smythe,
1989; Martinez-Lavin et al., 2000). De hecho, en la autobiografia de Charles Darwin
pueden leerse numerosos parrafos como:

“...Mi principal disfrute y empleo unico a lo largo de la vida ha sido el trabajo cientifico;
y la emocidn de tal trabajo me hace olvidar por el tiempo, o al menos conduce lejos, mi
malestar diario. Por lo tanto, no tengo nada que registrar del resto de mi vida, excepto
la publicacion de varios libros.”

En 1990, el American College of Rheumatology (ACR) definié de forma consensuada
criterios especificos para la fibromialgia, distinguiéndola de las enfermedades
reumaticas inflamatorias y la artritis, y caracterizando el término FMS. Estos criterios
se basaron en la existencia de dolor crénico generalizado y determinados “puntos
dolorosos”. Con ello, el ACR pretendia agrupar e identificar un nimero importante de
personas con necesidad de atencidn y tratamiento que presentaban sintomas similares
y probablemente un proceso fisiopatolégico comun (Wolfe et al., 1990).
Posteriormente, el término FMS fue reconocido por la Organizacion Mundial de la
Salud (OMS) en 1992, tras la llamada “Declaracion de Copenhague”, y tipificado en su
manual de Clasificacion Internacional de Enfermedades. En la CIE-9, el FMS se clasificd
con el cédigo 729.1 que engloba todas las mialgias y miositis no especificadas, y en la
CIE-10 se clasifico dentro del apartado M79 “Other soft tissue disorders, not elsewhere
classified”, con el cédigo M79.7 Fibromyalgia, incluyendo a su vez Fibromyositis,
Fibrositis y Myofibrositis. Asimismo, el FMS también fue reconocido en 1994 por la
Asociacion 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).

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

fisiopatoldgicos que han permitido avanzar y conocer mejor el problema. No obstante,
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la falta de pruebas o examenes especificos, la ausencia de signos o sintomas
patognomadnicos del FMS, unido todo ello al hecho de que parte de los sintomas de
este sindrome 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, llegdndose a publicar articulos tales
como “Fibromyalgia: éa virtual disease?” (Ehrlich, 2003), “Fibromyalgia — real or
imagined?” (Morris, 2004), “Pain is real;, fibromyalgia isn’t” (Ehrlich, 2003),
“Fibromyalgia: to diagnose or not. Is that still the question?” (Goldenberg, 2004),
“Fibromyalgia: the answer is blowin’ in the wind” (White, 2004).

Algunos estudios posteriores cuestionaron la especificidad diagndstica de los puntos
dolorosos en el FMS, y varios estudios han sefialado que estos puntos dolorosos
pueden variar con el grado de estrés psicoldgico (Nampiaparampil y Shmerling; 2004;
Harden et al., 2007).

En respuesta a todas estas cuestiones, el ACR volvié a publicar unos nuevos criterios
diagnésticos preliminares de FMS (Wolfe et al., 2010), que fueron validados poco
después (Wolfe et al., 2011), en los que se abandona el recuento de los puntos
dolorosos y se sustituye por unos cuestionarios que hacian innecesaria la exploracién
clinica.

La controversia ha acompanado y todavia acompana al FMS, pues aunque el dolor es el
hallazgo tipico, éste se caracteriza por un descenso generalizado de los umbrales de
dolor sin anormalidad tisular o dafio periférico que justifique tal sintomatologia, y la
ubicacién e intensidad del dolor cambia con el tiempo y el curso de la enfermedad
(Meeus y Nijs, 2006); ademas, los sintomas comdrbidos no se habian tomado como tal
hasta su inclusién en los nuevos criterios, y esto ha hecho que diferentes autores,
como ya se ha mostrado anteriormente, hayan negado la existencia de este sindrome.
La 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 afectacidén, resulta en la mayoria de los casos altamente
invalidante, lo que requiere enfocar la actuacion sanitaria de tal forma que reciban una
atencidn 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.
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1.2 Epidemiologia e impacto socioecondmico del sindrome de fibromialgia

Segun estudios recientes, la prevalencia del FMS en la poblacién general oscila entre el
2% vy el 4%, dependiendo de los criterios aplicados para su diagndstico; en paises como
Estados Unidos esta prevalencia alcanza el 6,4% (Smith et al., 2010; Vincent et al.,
2013; Wolfe et al., 2013). Su prevalencia en Europa se situa sobre el 2,3-2,4%
(Queiroz, 2013; Clauw, 2014; Kim et al., 2015).

Se calcula que en Espafia existen unas 800.000 personas de la poblacion adulta que
padecen este sindrome (Cordero et al., 2010). 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 (Carmona et al.,
2001; Branco et al., 2010; Jones et al., 2015).

Aunque el FMS ha sido descrito durante mucho tiempo mayor en mujeres, con un ratio
aproximado de 13,9 mujeres por cada hombre segun los criterios del ACR de 1990
(Lindell et al., 2000; Harris y Clauw, 2008; Branco et al., 2010), el desarrollo de criterios
diagndsticos nuevos y mas especificos ha demostrado que esta mayor prevalencia en
mujeres no es tan alta como se pensaba clasicamente, determindndose en Ia
actualidad una prevalencia del 2,4% en mujeres y el 1,8 % en hombres (Wolfe et al.,
2013; Jones et al., 2015).

Estos nuevos datos demuestran la importancia que la correcta definicion y
especificidad de los criterios diagndsticos tienen sobre los conocimientos de la
patologia y el por qué deben estar siempre en continua revisién atendiendo a las
necesidades poblacionales y adaptandose a las realidades médicas.

Algunos autores han investigado las diferencias en la prevalencia de FMS entre
areas rurales o urbanas, basandose en el impacto que los factores
socioecondmicos vy culturales pueden tener sobre este sindrome. Estas muestras
poblacionales fueron tomadas en zonas rurales y urbanas de diferentes paises, como
Espafia, Turquia, India, México y Bangladesh. En general, la prevalencia encontrada
por los autores es muy variada, tanto en el area urbana (entre el 0,69% y el 11,4%),
como en las zonas rurales (entre 0,06% y 5,2%). A pesar de la elevada variabilidad,
parece existir una tendencia de mayor prevalencia en las areas rurales respecto a las

zonas urbanas, especialmente
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en estudios que evaluaron ambas regiones (Fitzcharles et al., 2014; Marques et al.,

2016).

40
X0

[ERA. 1.4-5.4% AP

MTUR. B.8%)

A .-_-

Figura 1.2.1: Distribucidon global de la prevalencia del FMS en el afio 2014-2015. Tomado de Marques et
al.,, 2016.

Las personas con FMS, debido al dolor generalizado, la fatiga y otros sintomas que
padecen, encuentran dificultades para realizar las actividades de la vida diaria (AVD).
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 generara una emotividad negativa
hacia su enfermedad que repercutird en el agravamiento o retroalimentacién de su
sintomatologia (Beam et al., 2009; Furlong et al., 2010; Wu et al., 2012; Russell, 2013;
Liedberg et al., 2015).

A nivel socio-econémico, las repercusiones son todavia mayores puesto 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 Espafa) publicado en Espafia en 2000
sitUa la tasa de incapacidad laboral en FMS en un 11,5%; el 78,5% de los pacientes con

FMS con trabajo remunerado, en algin momento han estado de baja laboral por alguin
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motivo relacionado con el FMS; el 6,7% de los pacientes con FMS vistos en consultas
de reumatologia son pensionistas por esta causa; ademads, la coexistencia de un
trastorno crénico en el FMS es muy alta respecto a la poblacion general, conllevando
mayor numero de visitas médicas, gastos sanitarios, medicamentos e intervenciones
quirargicas; por otro lado, los pacientes con FMS suelen ser tratados con diversos
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. Analisis retrospectivos
realizados en EEUU utilizaron los datos existentes de 1999 a 2005 y se estimo el coste
medio directo anual de la atencién médica para los pacientes con FMS (12 meses
después del diagndstico) en 11,049 ddlares por paciente; el estudio de Wolfe et al.
(1997) recoge en sus datos una media de diez visitas médicas al afio por cada paciente
con FMS, con un consumo de 2,7 fdrmacos relacionados con FMS en cada periodo de 6
meses. Estos autores calcularon que el coste econdmico en 1996, era de 2.274 délares
por paciente y ano. Sin embargo, estas estimaciones estdn basadas en datos
demasiado antiguos y, en consecuencia, llegan a subestimar la carga econdmica del
FMS en el entorno sanitario actual. Estudios actuales realizados en muestras
poblacionales de Canada sugieren un coste directo anual de 3804 ddlares por paciente.
En Europa, los costes directos anuales oscilan entre los 500 y los 2500 ddlares por
paciente (Wolfe et al., 1997; Wu et al., 2012; Russell, 2013; Knight et al., 2013; Lacasse
et al., 2016; Skaer y Kwong, 2016).

1.3 Evolucidn de los criterios diagndsticos

La falta de unos criterios diagndsticos claros, estandarizados y undnimemente
aceptados ha sido uno de los principales factores que ha condicionado la aceptacién

del FMS como una entidad nosoldgica propia (Wolfe et al., 2010).

El primer intento formal y relativamente exitoso se realizé en 1990: el ACR, basandose
en un estudio multicéntrico realizado en EEUU y Canadad, propuso para su diagndstico
Unicamente la presencia de dolor difuso de mas 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 palpacién digital en al menos 11
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de 18 localizaciones anatémicas 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 practica equivaldria al momento en que cambia de
coloracion subungueal del dedo del explorador (Collado et al., 2002). En esta primera
estandarizaciéon de criterios diagndsticos ya se mencionaron como variables
complementarias la presencia de trastornos del suefio, fatiga y depresién, los cuales se
encontraron en un 75-85% de los pacientes incluidos en el estudio; de todos modos,

no se le dio una importancia especial a la sintomatologia comérbida.

Suprkspinatus:
abova tha medial
bondor of e

scapular spine

Groater

pasleron 1o
e Lrpchamanc
POOATIINONCS

Fibromyalgia Tender Points
General locations of the 18 tender points that make up the criteria for identifying fibromyalgia,

Figura 1.3.1: “Las tres gracias” y “Mapa de puntos sensibles”, ambos descritos en los criterios

diagndsticos de la ACR en 1990. Tomado de Wolfe et al., 1990.

En 2010, ante la evidente dificultad en la practica de realizar la exploracion clinica
necesaria para la correcta aplicacion de los criterios diagndsticos propuestos en 1990,
el ACR redisend sus criterios diagndsticos con el fin de hacer frente a determinadas
realidades, las cuales ya habian estado presentes en anteriores estudios, pero a las que

no se les habia prestado la atencién necesaria (Wolfe et al., 2010).
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En primer lugar, en atencion 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 diagnéstico de FMS
en la practica era, por lo general, basado en los sintomas. En segundo lugar, la
importancia de los sintomas a los que no se les habia dado importancia en los criterios
de clasificacion de 1990 del ACR (fatiga, alteraciones cognitivas, alteraciones del suefio
y del estado de animo) ha ido creciendo hasta convertirse en caracteristicas clave en el
FMS. Finalmente, algunos expertos mantienen que el FMS no puede ser definido por
criterios dicotédmicos, 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).

La publicacién de los criterios diagndsticos preliminares del FMS por el ACR en 2010
elimind el examen de los “tender points”, haciendo asi posible el estudio del FMS en

investigacion clinica. Estos nuevos criterios del ACR incluyeron:

- Un indice de dolor generalizado (Widespread Pain Index, WPI) que incluye 19
localizaciones que el paciente debe indicar si le han dolido durante la dltima semana

(la puntuacion de este indice oscila entre 0y 19).

- Una escala de severidad de sintomas (Symptom Severity Score, SS), en la cual el
paciente debe indicar de 0 a 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. Asimismo, como puntuacidon 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

Oy 12 puntos.

Estos criterios diagndsticos de FMS se satisfacen si se cumplen estas tres condiciones

(Wolfe et al., 2011):
1)Siel WPI>27ylaSS25 (TipoA)oel WPles3-6ylaSS=>9 (TipoB)

2) Los sintomas han estado presentes en una intensidad similar durante al menos 3

meses
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3) El paciente no tiene un trastorno que pueda explicar el dolor

APPENDIX. Fibromyalgia criteria modified from American College of Rheumatology diagnostic criteria.

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: I = 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 modificados de FMS establecidos por el ACR en

2011. Tomado de Wolfe et al., 2011.

Con estos nuevos criterios diagndsticos clasificaron correctamente el 88,1% de los
casos del estudio, y asimismo pudieron prescindir de los examenes fisicos de los
puntos sensibles, los cuales, como ya se ha mencionado anteriormente, eran obviados
en la atencién primaria. La escala SS permitid, a partir de ese momento, evaluar la
gravedad de los sintomas del FMS tanto en pacientes ya diagnosticados como en

aquellos aun sin diagnosticar (Wolfe et al., 2010).

Poco después de la publicacidn de estos nuevos criterios, con el objetivo de desarrollar
un cuestionario sencillo y practico para la realizacion de estudios epidemiolégicos 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

TESIS DOCTORAL EvA M. GONZALEZ SOLER



12 INTRODUCCION

tanto, la puntuacion 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 facilita una mayor exploracidon de las caracteristicas y
distribucién de la sintomatologia asociada, ademas de haber demostrado ser simple,

util y eficaz (Wolfe et al., 2013; Hauser et al., 2014; Wolfe et al., 2015; Wolfe et al.,,
2016).

Widespread Pain Index
(1 point per check box; score range: 0-19 points)

Symptom Severity
(score range: 0-12 points)

@ Please indicate if you have had pain or tenderness during the @ For each symptom listed below, use the following scale to indicate the severity of

past 7 days in the areas shown below.

Check the boxes in the diagram for each area in which you have
had pain or tenderness.

the symptom during the past 7 days.
*No problem
» Slight or mild problem: generally mild or intermittent

» Moderate problem: considerable problems; often present and/or at a moderate level
« Severe problem: continuous, life-disturbing problems

No problem Slight or mild Moderate Severe

Left jaw problem problem problem
[ Neck Points 0 1 5 3
O g eftshoudertd oV Sbstgme - - o g
i brﬁeas;tor i I hfcpk B. Trouble thinking or remembering [] O O O
upper arm/[] C. Waking up tired (unrefreshed) O O [ a
Right [ L Lower @ During the past 6 months have you had any of the following symptoms?
lower arm [] Abdomen | back —_— ‘
\ Points 0 1
[ Right hip or O Left hi'po A. Pain or cramps in lower abdomen [ No [ Yes
buttocks B. Depression [ No [ Yes
C. Headache [ No [ Yes

Right upper leg [ Left upper leg []

Additional criteria (no score)

@ Have the symptoms in questions 2 and 3 and widespread pain been present at a

Right lower leg [] Left lower leg [ similar level for at least 3 months?

[ No [ Yes

@ Do you have a disorder that would otherwise explain the pain?
[ No [ Yes

Figura 1.3.3: Ejemplo de encuesta de auto-informe del paciente, el llamado “PSD”, basada en los
criterios diagndsticos del ACR para la fibromialgia de 2011. Tomado de Clauw, 2014.

Aln con todo esto, el diagndstico diferencial del FMS sigue siendo relativamente
complicado. Sintomas como el dolor musculoesquelético o la fatiga pueden también
ser caracteristicos de otras patologias, lo que puede conducir a un diagnéstico
erroneo. Ademas, la sintomatologia comédrbida no es exclusiva del FMS (Buskila, 2009;
Fitzcharles et al., 2013). Por todo ello, un diagndstico erréneo puede llevar al
profesional de la salud a confundir FMS con diversos trastornos inflamatorios vy

autoinmunes, incluyendo artritis reumatoide, lupus eritematoso sistémico, sindrome
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de Sjogren, polimialgia reumatica y espondiloartritis; con endocrinopatias, incluyendo
hipotiroidismo e hiperparatiroidismo, o bien con ciertos trastornos neuroldgicos,
incluyendo neuropatias periféricas, sindromes de atrapamiento de nervios, esclerosis
multiple o miastenia gravis (Arnold et al., 2011; Vitali y Del Papa, 2015).

Como la fibromialgia no presenta ninguna de las anomalias de laboratorio especificas
encontradas en los otros trastornos, los resultados normales pueden ayudar a
descartar diagndsticos incorrectos. Por lo tanto, el diagnéstico debe llevarse a cabo
con una historia detallada, un exhaustivo examen fisico y, siempre que sea posible, con
estudios de imagen. Es en este punto donde hay que preguntarse si habria algun
marcador o una serie de marcadores bioquimicos especificos que apoyasen al examen
fisico y mejorasen y facilitasen el diagndstico diferencial de la enfermedad (Chinn et

al., 2016).

1.3.1. Criterios diagndsticos en Espafia

También en Espana se han hecho esfuerzos en los ultimos afios por adaptar los
criterios diagndsticos del FMS a las realidades de la practica clinica en atencién
primaria. Los estudios en esta linea se han centrado en el analisis de los nuevos
criterios de la ACR de 2011 y del test FiRST (fibromyalgia rapid screening tool), debido
a su facil aplicacidon en atencién primaria. El FiRST es un test creado por el Grupo de
Estudio de Dolor Reumatico de Francia, que se emplea como una herramienta de
autodeteccién y autoinforme breve para detectar FMS en pacientes con dolor
musculoesquelético crénico difuso.

De este modo, los criterios diagndsticos propuestos en Espafia consisten en la
adaptacion de estas dos herramientas previamente descritas (FiRST y Criterios ACR
2011) a las que se les han realizado ligeras modificaciones (con permiso de los
autores). Una vez creada la propuesta para la poblacién espafiola, se puso a prueba
estudiando su especificidad, sensibilidad y validez. Los resultados muestran que tanto
la versidn espaifiola del FiRST como de los criterios diagnésticos de la ACR son
herramientas Utiles para la deteccién de pacientes con FMS en centros de salud de

atencidn primaria (Casanueva et al., 2016; Casanueva et al., 2016).
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1.4 Sintomatologia del sindrome de fibromialgia

Como se ha definido anteriormente, el FMS se caracteriza por su sintomatologia
dolorosa generalizada de predominio musculoesquelético, que convive con la
manifiestacion de sintomas comdrbidos no especificos como trastornos del suefio,
trastornos del estado de dnimo y deterioro neurocognitivo (Giacomelli et al., 2013). El
interés por el estudio de estos sintomas comérbidos ha ido cobrando importancia
durante la ultima década debido al impacto que tienen sobre la calidad de vida de los
pacientes, las repercusiones socioeconémicas que acarrea su tratamiento y la
interrelacion que presentan con la sintomatologia de dolor (Consoli et al., 2012; Wolfe

et al,, 2010).

1.4.1 Sintoma principal: Alteraciones en el procesamiento del dolor

1.4.1.1 Bases anatomicas y fisioldgicas del procesamiento del dolor

Una de las primeras preguntas que se ha planteado sobre el dolor durante la historia
de la medicina y de las ciencias de la salud es saber si el dolor, al igual que la visién, el
tacto o la audicidn, es una sensacién especifica que posee receptores y vias periféricas
y centrales propias, o, mas bien, se trata de una cualidad, ligada a la intensidad de la
estimulacion, y que se ajusta a las caracteristicas de diversas sensaciones especificas
(Osorio y Frutos, 1995).

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
informacién por el sistema nervioso central hasta la corteza cerebral, donde la
sensacion dolorosa se hara consciente (Valverde et al., 2015).

La taxonomia del dolor es muy amplia: en funcién de la duracion podemos clasificar el
dolor en agudo o crénico. El dolor agudo, es la consecuencia inmediata de la activacion
de los sistemas nociceptores por una noxa. Aparece por estimulacién quimica,

mecanica o térmica de nociceptores especificos; tiene una funcién de proteccién
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bioldgica. Los sintomas psicoldgicos son escasos. El dolor crénico, por otra parte, no
posee una funcidon de proteccidén, es persistente y puede perpetuarse por tiempo
prolongado después de una lesidn, e incluso en ausencia de la misma. Suele ser
refractario al tratamiento y se asocia a importantes sintomas psicoldgicos. Asimismo,
hay autores que clasifican, en funcién de la localizacidn del dolor, entre dolor somatico
y dolor visceral; en compensacién, también hay autores que hacen distinciones
fisioldgicas segun su rapidez de viaje en el sistema nervioso, diferenciando entre dolor
rapido (el cual se siente a los 0.1s de haberse producido el dafio tisular) y dolor lento
(Puebla, 2005; Pérez-Cajaraville y Gil-Aldea, 2006; Zegarra-Piérola, 2007; Vanderah,
2007).

En funcién de los mecanismos fisiopatoldgicos, el dolor se diferencia en nociceptivo o
neuropatico, en los cuales profundizaremos algo mas:

Por una parte, el dolor nociceptivo es consecuencia de una lesién somdtica o visceral,
la cual activa nociceptores en tejidos periféricos; de este modo, el dolor inflamatorio
(dolor asociado a una inflamacidon activa) se clasifica en la categoria de dolor
nociceptivo, aunque es reconocido que el sistema nociceptivo puede estar alterado en
el dolor inflamatorio croénico.

Por otra parte, el dolor neuropatico es el resultado de una lesidn y alteraciéon de la
transmisién de la informacion nociceptiva a nivel del sistema nervioso central o
periférico. El dolor neuropatico implica la existencia de patologia del sistema
somatosensorial, ya sea en el sistema nervioso periférico (SNP) (dolor neuropatico
periférico) o en el sistema nervioso central (SNC) (dolor neuropdatico central). En este
caso, y otra vez debido a la falta de una herramienta diagndstica especifica para este
tipo de dolor, se propuso un sistema de clasificacion de dolor neuropatico en
"definido", "probable" y "posible". El grado "posible" sélo puede considerarse como
una hipdtesis de trabajo. Los grados "probable" y "definido" requieren pruebas

confirmatorias de un examen neuroldgico (Loeser and Treede, 2008).

1.4.1.2 Vias ascendentes del dolor: De los receptores cutdneos a la corteza cerebral

En 1906, Sherrington definid los receptores encargados de recoger la informacion de

naturaleza dolorosa, los nociceptores, como aquellos receptores sensoriales capaces
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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). Estas
terminaciones nerviosas libres son las ramas terminales de las fibras nerviosas
sensoriales que se encuentran libremente en el tejido inervado y constituyen el tipo
mas abundante de terminacidn sensorial, que ocurre ampliamente en el integumento
(en este caso, la piel) y también dentro de los musculos, articulaciones, visceras y otras

estructuras (Crossman y Neary, 2014).

Merkel ending (disc)

Free nerve endings Ruffini ending (corpuscle)
Epidermis

Dermis

Meissner's corpuscle

LPacinian corpuscle

a)

Figura 1.4.1.2.1: a) Receptores nerviosos sensibles en la piel; tomado de Crossman y Neary, 2014. b)
Terminaciones nerviosas libres. Tomado de Ringkamp et al., 2013.

Los receptores del dolor no se adaptan y por lo tanto se diferencian de otros
receptores de sensaciones, pero tienen la propiedad Unica de la hiperalgesia. Los
factores que causan dolor son las temperaturas extremas, la acidosis lactica resultante
de la isquemia del tejido, la contusién del tejido, la infeccidn bacteriana y los espasmos
musculares debidos a Ila estimulacién de receptores mecanicos directa e
indirectamente por la compresion de los vasos sanguineos (isquemia).

Segun el tipo de dolor que active a las terminaciones nerviosas libres podemos
distinguir tres clases de nociceptores: los nociceptores mecanicos, los cuales
responden ante estimulos tactiles intensos, como un pinchazo o un aplastamiento,
generalmente acompanados de mayor o menor lesidn tisular; los nociceptores

térmicos, los cuales son excitados por temperaturas extremas, (tanto altas, por encima
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de 45°C, como bajas, por debajo de 52C); y los nociceptores polimodales, que
responden a diferentes estimulos mecdanicos, térmicos y al contacto con estimulos
quimicos nocivos.

Por otra parte, los nociceptores pueden ser subclasificados segun cuatro criterios: (1)
Rapidez de accion: Aferentes de fibra C no mielinizados (el llamado “dolor lento”)
versus aferentes de fibra A mielinizada (“dolor agudo”), (2) Las modalidades de
estimulacion que evocan una respuesta, (3) Las caracteristicas de respuesta, y (4)
Marcadores quimicos distintivos (por ejemplo, receptores expresados en la
membrana) (Ringkamp et al., 2013).

Teniendo en cuenta la clasificacidn fisioldgica del dolor en rdpido y lento, podemos
distinguir distintas caracteristicas. El dolor agudo se siente cominmente en los tejidos
superficiales, rara vez en los tejidos mas profundos; lo producen estimulos de dolor
mecanicos o térmicos, y lo conducen fibras Ad a velocidades entre 6 y 30 m/s. El dolor
agudo hace que la persona sea consciente de la influencia perjudicial y reaccione
inmediatamente para retirarse del estimulo. Por lo que respecta al dolor lento, es
activado por nociceptores polimodales y se siente tanto en la piel como en los tejidos
profundos. La via del dolor lento es transportada por fibras de tipo C a velocidades
entre 0,5 y 2 m/s. Quimicos como la bradiquinina, la serotonina, la histamina, la
acetilcolina son los responsables de la generacidn del dolor lento. Las prostaglandinas
y la sustancia P aumentan la sensibilidad de las terminaciones nerviosas sin excitarlas
directamente (Basbaum vy Jessell, 2013; Gardner y Johnson, 2013; Londhey, 2015;
Valverde et al., 2015).
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Table 22-2 ReceptorTypes Active in Somatic Sensation

Receptor type Fiber gmupl Fiber name  Modality
Cutaneous and subcutaneous mechanoreceptors Touch
Meissner corpuscle Ao RA1 Stroking, flutter
Merkel disk receptor Ao, SA1 Pressure, texture
Pacinian Cnrpusde2 Ao, RA2 Vibration
Ruffini ending Ao, SA2 Skin stretch
Hair-tylotrich, hair-guard Ao, G1,G2 Stroking, fluttering
Hair-down Ad D Light stroking
Field Aap F Skin stretch
C mechanurecepmr {5 Stroking, erotic touch
Thermal receptors Temperature
Cool receptors Ad I Skin cooling (<25°C [77°F])
Warm receptors [ v Skin warming (>35°C [95°F])
Heat nociceptors Ad I Hot temperature (>45°C [113°F])
Cold nociceptors C v Cold temperature (<5°C [41°F])
Nociceptors Pain
Mechanical Ad 111 Sharp, pricking pain
Thermal-mechanical (heat) Ad III Burning pain
Thermal-mechanical (cold) G v Freezing pain
Polymodal C v Slow, burning pain
Muscle and skeletal mechanoreceptors Limb proprioception
Muscle spindle primary Aa Ia Muscle length and speed
Muscle spindle secondary Ap I Muscle stretch
Golgi tendon organ Aa Ib Muscle contraction
Joint capsule receptors AP I Joint angle
Stretch-sensitive free endings Ad II1 Excess stretch or force

Figura 1.4.1.2.2: Tipos de receptores somatosensoriales. Tomado de Ringkamp et al., 2013.

Otro tipo de clasificacion de los nociceptores es segln su localizacidn. Los nociceptores
estan ampliamente distribuidos por la piel (nociceptores cutdneos), 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
organos internos (nociceptores viscerales) responsables de la captacién del dolor

visceral (Warren et al, 2014).

Una vez los nociceptores han sido activados, la seial 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 Ab (A-delta), escasamente mielinizadas, fibras aferentes del grupo lll, de

entre 1-6 pum de didmetro y una velocidad de conduccion de 4-36 m/s.

- Fibras C, amielinicas, fibras aferentes del grupo IV, con un didmetro que varia

entre las 0,2-1,5 um y una velocidad de conducciéon de 0,4-2,0 m/s.

EVA M. GONZALEZ SOLER TESIS DOCTORAL



INTRODUCCION 19

Fibras nociceptivas  Tipo Velocidad ~ Diametro
Fibras A-8 Mielinicas 4-30msg'  1-5pum
Fibras C Amielinicas 04-2msg’  03-15um

Figura 1.4.1.2.3: Breve clasificacion de las fibras nociceptivas. Tomado de Romera et al., 2000.

Un tercer tipo de fibras nerviosas, las fibras Ab (A-beta), mielinizadas, fibras aferentes
del grupo Il, de entre 6-12 um de didametro y una velocidad de conduccién 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).

La ubicacién, la intensidad y el patron temporal de los estimulos nocivos se traducen
en una sefial reconocible a través de estas fibras nerviosas nociceptivas. Estas son los
axones o prolongaciones periféricas de las neuronas nociceptivas primarias. La
informacién nociceptiva procedente de cualquier zona del cuerpo (excepto de la
cabeza) viaja por estas prolongaciones periféricas hasta el soma neuronal de las
neuronas nociceptivas primarias, localizado en el ganglio espinal de la raiz dorsal
correspondiente. De este ganglio parte la prolongacidn central de la neurona
nociceptiva primaria que, tras terminar de recorrer el resto de la raiz posterior, llega al

sistema nervioso central a nivel del asta dorsal de la médula espinal.

Figura 1.4.1.2.4: Simplificacion de la llegada de fibras nociceptivas periféricas al SNC. Tomado de Bourne
etal.,, 2014.
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No obstante, cabe sefalar que algunas de estas prolongaciones centrales nociceptivas
cambian de direccién en la raiz posterior y entran finalmente en la médula espinal por
raices ventrales. Estas fibras son conocidas como fibras recurrentes, y serian las
responsables de la persistencia del dolor tras rizotomia posterior (Almeida et al., 2004;
Bourne et al.,, 2014; Naftel, 2014). La informacion nerviosa nociceptiva craneal es
recogida por las fibras del par craneal V, el nervio Trigemino; las fibras que recogen la
sensibilidad térmica y dolorosa terminan en el nucleo espinal, llegando a su
terminacion descendiendo por el tracto espinal del trigémino, un fasciculo de fibras
que se encuentra inmediatamente superficial al nucleo espinal (Crossman y Neary,

2014).
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Figura 1.4.1.2.5: Fibra recurrente de origen visceral (representada en rojo en la raiz anterior). Tomado de
Naftel, 2014.

Una vez alcanzan el asta dorsal de la médula, las fibras que conducen la informacién
nociceptiva 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 de nuevo en el interior del asta dorsal

medular. La informacién dolorosa conducida por las fibras Ad (A-delta) hace sinapsis en
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neuronas de la ldmina | y parte externa de la ldmina Il (lle) y ldmina V, mientras que las fibras C

van a contactar con células de las laminas | y Il (lle) (Basbaum y Jessell, 2013).

Ascending tracts Descending tracts % S
Dorsal horn

Fasciculus graciiis

Fasciculus cuneatus —Z \

Fasciculus proprius

> Lissauer's fract

B Lateral ract
b— Rubrospinal tract
|

Dorsal spinocerebellar tract

B a |
Jentral spinocerebellar tract W ——
= —r Medul inal tract | |
- o | ‘ /
teral fract
Spinothalamic tract ‘ ater ‘
\ Pontine tract ‘
‘,\ \ Tectospinal tract
\ Ventral tract

= Ventral hom
N

Figura 1.4.1.2.6: Tractos de la sustancia blanca de la médula espinal y division en Idminas de la sustancia
gris. Tomado de Crossman y Neary, 2014.

A Nociceptor types B Spinal cord inputs

Thermal Mechanical Polymodal

AS fiber
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Figura 1.4.1.2.7: Terminacion de las fibras nociceptivas sobre el asta posterior de la médula espinal.
Tomado de Basbaum y Jessell, 2013

Las neuronas de la [dmina |, también llamada zona marginal, son en general grandes y
proyectan a otras laminas de la médula espinal, a la formacidn reticular del tronco del
encéfalo y al talamo. La lamina Il, también llamada sustancia gelatinosa de Rolando,

puede ser dividida en dos zonas: una mas interna, la [ldmina lli, que recibe informacion
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no dolorosa; y otra mds externa, la lamina lle, que recibe informacién de naturaleza
nociceptiva. Contiene interneuronas excitadoras e inhibidoras que proyectan a otras
[dminas de la médula espinal. La ldmina V contiene grandes neuronas denominadas de
amplio margen dinamico o WDR debido a que responden a una gran variedad de
estimulos (mecdnicos, térmicos, quimicos...). Algunas de ellas reciben también
estimulos nociceptivos de origen visceral. Junto con las de la ldmina |, las neuronas de
la ldmina V constituyen el grupo celular mas importante en la transmisién ascendente

de la informacién nociceptiva hacia el cerebro (Warren et al., 2014b).

—1- Nucleo (zona)
posteromarginal

I - Ncleo (zona)
posteromarginal

L —lle {Sustancia "e% Sustancia
— Ili )gelatinasa lli } gelatinosa
) 1l y Nicleo
] gNucIeo !\.’g propio
IV ) propio
No doloroso Doloroso
@ @ impulso mecénico M = Células que proyectan hacia otras laminas
. ) o niveles de la médula espinal
impul = : :
M impulso polimodal R = Células que proyectan hacia A través del
A A impulso térmico Ia_formacmn reticular sistema
I' = Celulas que proyectan hacia los anterolateral
nicleos talamicos

Figural.4.1.2.8: Ldminas del asta posterior de la médula espinal, con sus principales entradas (A) y
salidas (B). Tomado de Warren et al., 2014a.

La sefal dolorosa generada en el asta posterior de la médula alcanzard 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 espinotalamicos,
espinorreticular, espinomesencefdlico y espinohipotaldmico, sin embargo,

encontramos vias ajenas al SAL que intervienen en la transmisién nociceptiva
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ascendente, como el haz espinocervical y la via postsindptica de la columna dorsal
(Warren et al., 2014b).

El haz espinotaldmico constituye la principal via nociceptiva ascendente desde la
médula espinal. En sus fibras se incluyen los axones de las neuronas nociceptivas
especificas y de amplio espectro dinamico (WDR). Las fibras de estas neuronas cruzan
por la comisura gris anterior de la médula, en una decusacién que tiene lugar a través
de varios segmentos medulares, y alcanzan el cordén anterolateral de la hemimédula
opuesta, acordandose en dngulo recto para hacerse ascendentes. Desde este
momento, estas fibras recorren, como parte del SAL, la médula espinal, el bulbo, la
protuberancia y el pedudnculo cerebral, hasta llegar de forma directa al talamo, donde
hacen relevo en la neurona tdlamo-cortical nociceptiva, en el nucleo ventral
posterolateral del tdlamo. Algunos autores lo denominan la via neoespinotaldmica. A
partir de esta sinapsis, las neuronas de tercer orden se proyectaran hacia el giro
postcentral (Almeida et al., 2004; Basbaum vy Jessell, 2013; Dostrovsky y Craig, 2013;
Warren et al, 2014b; Westlund y Willis, 2015; Valverde et al., 2015).
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Figura 1.4.1.2.9: Tracto espinotalamico. Tomado de Crossman y Neary, 2014.

Por otra parte, las fibras algésicas del haz espinorreticular se dirigen principalmente
hacia la formacion reticular bulbo-pontina. Desde este punto, la informacién
nociceptiva puede o bien continuar hacia el talamo por fibras reticulotalamicas,
completando la via indirecta al talamo o via paleoespinotaldmica, o bien 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
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al., 2004; Basbaum vy Jessell, 2013; Dostrovsky y Craig, 2013; Warren et al, 2014b;
Westlund y Willis, 2015; Valverde et al., 2015).

El haz espinomesencefalico transporta las sefiales nociceptivas desde la médula espinal
hasta nucleos importantes en la modulacion 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 vy Jessell, 2013;

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

2015).
Spinothalamic Spinoreticular Spinomesencephalic
To associalion Postcentral To association Postcentral
corlex gyrus gyrus
(somatic {somatic
sensory sensory
cortex) coriex)
Reticular
formation Superior
of midbrain  colliculus
Thalamus: Inferior Periaqueductal
Central colliculus gray matter
lateral
nucleus Thalamu
Ventral Midbrain
posterior
lateral
nucleus
Neuron projecting Reticular
capsule  lo the thalamus formation
of pons
Pons
Relicular
formation
of medulla
Medulla
Spinal cord

Figura 1.4.1.2.9: Haces espinotaldmico, espinoreticular y espinomesencefdlico comparados; principales
vias ascendentes nociceptivas. Tomado de Lemke et al., 2004.

Haremos una mencién especial al recordar que, dentro del SAL, la mayoria de autores
diferencian unas fibras espinohipotalamicas, que bien de forma directa o a través de
fibras colaterales procedentes de los haces espinorreticular y espinomesencefilico,

llevan informacion nociceptiva al hipotalamo, contribuyendo de forma importante en
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la elaboracién de respuestas endocrinas y vegetativas ante estimulos nociceptivos
(Almeida et al., 2004; Basbaum y Jessell, 2013; Dostrovsky y Craig, 2013; Warren et al,
2014b; Westlund y Willis, 2015; Valverde et al., 2015). Se forma, de este modo, el
sustrato anatémico que permite las reacciones autondmicas reflejas del estimulo
doloroso. Durante las ultimas décadas se ha estado estudiando el papel de estas
conexiones (como las del nudcleo supraquiasmatico, que controla parcialmente el
patron sueino/vigilia) en comportamientos tales como la dificultad para dormir en
condiciones de dolor, particularmente en el dolor crénico (Kittelberg y Bolsook, 1999).
De forma externa al SAL, destacaremos la via postsinaptica de la columna dorsal,
fundamental en la conduccion del dolor visceral. Estas fibras acompafian
principalmente a las fibras vegetativas simpdticas y parasimpaticas, y los somas de las
neuronas sensitivas primarias que lo transmiten se localizan en los ganglios raquideos.
Sus terminaciones centrales presentan un amplio territorio de finalizacién, la cual es
parcialmente bilateral, en las laminas superficiales y profundas del asta dorsal de la
médula espinal (laminas | y V) y alrededor del canal central medular (ldmina X). Con
todo esto, se produce una convergencia cutdnea y visceral en las [dminas | y V (las
cuales son el principal origen del tracto espinotalamico). Hay autores que sostienen la
hipdtesis de que es esta convergencia la que podria darle una explicacién al dolor
referido.

Desde la lamina X, la informacién dolorosa visceral asciende por la columna dorsal
hasta alcanzar los nucleos gracil y cuneiforme, conduciéndose posteriormente al

tdlamo, la amigadala, el hipotalamo, la PAG, etc... (Westlund y Willis, 2015).
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Figura 1.4.1.2.11: Vias ascendentes y descendentes que median en la sensacion del dolor visceral. Se
muestra en verde la via ascendente del dolor visceral y en rojo la via descendente de modulacion de la
sensacion del dolor visceral. Tomado de Moloney et al., 2015.

Por ultimo, un haz espinocervicotaldmico también ha sido descrito, y aunque sobre su
origen y destino en el ser humano no existe un consenso general, su estudio en otros
mamiferos, incluidos los primates, ha aportado suficientes datos para no cuestionar su
participacién en la conduccién ascendente del impulso nervioso nociceptivo (Almeida
et al., 2004; Basbaum y Jessell, 2013; Valverde et al., 2015).

A raiz del estudio de todas las vias ascendentes del dolor, se hace evidente la
importancia del relevo taldmico. El tdlamo es el componente mas grande del
diencéfalo, situado entre el tronco encefdlico y los hemisferios cerebrales. La gran
mayoria de los nicleos taldmicos tienen multiples conexiones reciprocas con la corteza
cerebral.

El talamo se divide en tres principales masas nucleares, la masa Anterior, la masa
Medial y la masa Lateral. Cada uno de estos complejos celulares se subdivide en un

numero de nucleos nombrados individualmente.

TESIS DOCTORAL EvA M. GONZALEZ SOLER



28 INTRODUCCION
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Figura 1.4.1.2.12: Seccidn sagital del cerebro que muestra las relaciones del diencéfalo. Tomado de
Crossman y Neary, 2014.

El ndcleo que en este caso nos interesa es el Nucleo Ventral Posterolateral (VPL), que
pertenece a la masa lateral. Es una extensa porcion lateral que recibe informacién del
tronco y de los miembros a través de los tractos espinotaldmicos y del lemnisco
medial; ademas, envia eferencias a la corteza somatosensorial primaria (Crossman and
Neary, 2014).

El VPL es considerado histéricamente el principal nucleo en el relevo taldmico de la
informacién 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 nucleo taldmico ventral posteromedial (VPM) (Warren et al, 2014b). El
VPL, como hemos mencionado anteriormente, recibe la mayoria de sus aferencias
nociceptivas de fibras del SAL 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).

Recientemente se ha descrito en la parte mas ventral, posterior y medial del VPL una
pequefia zona la cual seria el principal destino de las fibras espinotaldmicas
procedentes de la lamina | de la médula espinal (Dostrovsky y Craig, 2013): 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).
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Los nucleos talamicos intralaminares son, junto con el VPL, la otra clasica region
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). De entre ellos destacan el centromediano (CM), el central lateral (CL) y el
parafascicular (Pf). El nicleo CM es el nucleo intralaminar mas grande en seres
humanos. Los nucleos intralaminares reciben aferentes ascendentes de la formacidn
reticular del tronco cerebral y también de los sistemas espinotaldmico vy
trigeminotaldmico. A su vez, reciben informacién espinotalamica indirecta a través de
la via paleoespinotalamica o espinorreticulotaldmica; por otra parte, proyectan fibras a
regiones extensas de la corteza cerebral y al nicleo caudado y putamen de los ganglios
basales. Los nucleos intralaminares forman parte del mecanismo de activacion de la
corteza cerebral. Las lesiones de los nucleos intralaminares reducen la percepcion del
dolor y el nivel de conciencia (Basbaum y Jessell, 2013; Warren et al, 2014b; Crossman
y Neary, 2014).

La regién ventral y caudal del nicleo dorsomedial del talamo (MDvc) es incluida por
algunos autores, junto a los nucleos intralaminares, en el grupo medial o interno de
nucleos del talamo que reciben informaciéon nociceptiva (Almeida et al., 2004;
Dostrovsky y Craig, 2013). Existen amplias conexiones reciprocas entre el nicleo MD
del tdlamo vy la corteza prefrontal, su funcidn se ha descrito clasicamente por ocuparse
principalmente del control del estado de animo y de las emociones (Crossman y Neary,

2014).
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Figura 1.4.1.2.13: Segmentacion del tdlamo y nucleos. Tomado de lacono et al., 2015.

En este mismo orden, pasaremos al ultimo paso en la ascensién de la informacién
nociceptiva. Las sefiales dolorosas procedentes del tdlamo (fibras talamocorticales)

alcanzan la corteza cerebral pasando por el brazo posterior de la cdpsula interna.
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Figura 1.4.1.2.14: Relevo taldmico en VPL y fibras talamocorticales ascendiendo por el brazo posterior de
la cdpsula interna. Tomado de Pro, 2012.

Las principales regiones corticales donde termina la informacién nociceptiva son

(Almeida et al., 2004; Apkarian et al., 2013):

1) La corteza somatosensorial primaria o Sl (areas 3, 1y 2 de Brodmann): Ocupa
la circunvolucién parietal ascendente o postcentral, recibiendo la mayoria de las
proyecciones procedentes del nucleo ventral posterolateral del talamo y 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 la mayor
parte de las sefiales del area SI, aunque también recibe fibras directamente del talamo.
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
porcidn mas posterior estd relacionada con los aspectos emocionales de la percepcidn

del dolor. También recibe fibras directas del talamo.

4) La corteza cingular anterior (area 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). Participa en el
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componente afectivo del dolor, en la seleccidén de la respuesta motora adecuada y en

los mecanismos de aprendizaje asociados con la prediccidn y la evitacion del dolor.

1.4.1.3 Vias descendentes del dolor: Sistema de Control Endogeno de la Transmision
Nociceptiva

Es un hecho que, en el campo de la transmisidon nociceptiva, existen unos circuitos
centrales capaces de regular la percepcion del dolor; esto ha sido uno de los

descubrimientos mas notables en la historia de la investigacion del dolor.

Estos descubrimientos evidenciaron que el dolor no es simplemente el resultado
directo de la actividad de las fibras aferentes nociceptivas, es decir, que el dolor no se
percibe a través de una via unidireccional, sino que esta regulado por la actividad de
otras estructuras no implicadas directamente en la transmisién de la informacién
dolorosa. Las vias de modulacién del dolor implican varias regiones del SNC, ya sea
directa o indirectamente, las cuales ejercen influencia sobre la percepcién del dolor al
inhibir o facilitar la transmisiéon de impulsos nociceptivos a nivel del asta dorsal de la

médula espinal.

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 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). Los autores
postularon que este sistema deberia estar bajo el control de un sistema descendente
de fibras procedentes del tronco del encéfalo que seria sensible a factores ambientales

(Melzack y Wall, 1965; Heinricher y Fields, 2013; Kwon et al., 2014).
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Figura 1.4.1.3.1: 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.

Melzack y Wall desarrollaron la Teoria de la Compuerta del Dolor a raiz de una teoria del
filésofo René Descartes en el siglo XVII; de hecho, el impacto de la teoria de Descartes marco la
historia de la experimentacién de la anatomia y fisiologia del dolor, pues estas investigaciones
se centraron en la busqueda de fibras y vias de dolor especificas y un centro clave de dolor en

el cerebro (Melzack, 1996).

Figura 1.4.1.3.2: Imagen extraida del "Tratado del Hombre", publicada por René Descartes en 1664. Asi
esquematizaba su teoria de la sensacion nociceptiva. Tomado de “Traité de ’lhomme”, de René
Descartes, 1664, y de su aparicion en Melzack y Wall, 1965.
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Sin embargo, las pruebas de la existencia de este sistema de analgesia enddgeno no
fueron presentadas hasta 1969, cuando Reynolds descubrié que la estimulacidon
eléctrica de la sustancia gris periacueductal (PAG) de la rata producia una analgesia
profunda (denominada SPA o analgesia producida por estimulacidn) sin afectar la
respuesta al resto de estimulos medioambientales ni la actividad motora.

A partir de este punto, la investigacidon del dolor avanzé a grandes pasos, y por ello
estudios posteriores a Reynolds 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 porcion rostral y ventromedial del bulbo
raquideo (RVM), como el ndcleo del rafe magno. Finalmente, éstos y otros nucleos
monoaminérgicos, como el locus coeruleus (LC), noradrenérgico, proyectarian sobre el
asta posterior de la médula espinal, inhibiendo las neuronas de proyeccién

nociceptiva.
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Figura 1.4.1.3.3: Esquema original publicado por Basbaum y Fields en 1984 para ilustrar su propuesta de
circuito enddgeno de control del dolor. Tomado de Basbaum y Fields, 1984.

Un gran numero de estudios realizados a posteriori han confirmado el papel
determinante de la PAG en el circuito endégeno de control del dolor; estos estudios
realizados en animales de experimentacién demuestran que, 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, puesto que las respuestas
esperadas ante los estimulos nociceptivos desaparecen. El descubrimiento del papel
en la modulacidon del dolor de la PAG ha sido un avance decisivo para el entendimiento

de los mecanismos cerebrales de procesamiento del dolor (Heinricher y Fields, 2013).
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Del mismo modo, se ha demostrado que la estimulacion del bulbo rostral ventromedial
(Rostral ventromedial medulla, RVM, en inglés) también produce analgesia, por ello se
considera que RVM, junto con PAG, estan implicados en el control del dolor endégeno
a través de la via descendente inhibidora del dolor PAG-RVM-DH; asimismo, también
hay evidencias de que RVM esta involucrado en la facilitacion descendente de la
transmision nociceptiva (Kwon et al., 2014).

Mientras que las proyecciones eferentes mas numerosas de la PAG son sobre RVM, las
principales eferencias de 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 RVM. Asimismo,
PAG recibe inputs del cértex frontal y de la corteza insular, amigdala e hipotdlamo

(Mantyh, 1982; Westlund y Willis, 2015).
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Figura 1.4.1.3.4: Representacion simplificada de las vias ascendentes del dolor (rojo) y del sistema PAG-
RVM-DH (verde). Tomado de Ossipov et al., 2010.

Este sistema PAG-RVM-DH de la médula espinal es sensible a los opidceos tanto
enddgenos como exogenos: esto quiere decir que la aplicacion directa de opiadceos
tanto en PAG como en RVM o en el asta posterior de la médula espinal produce
analgesia. Pero, dada la accién inhibitoria a nivel neuronal de los opidceos, los
resultados parecen incongruentes con los que indican que la estimulacién del circuito
descendente PAG-RVM es la que produce la analgesia. Esta aparente contradiccion
propicié que incluso Basbaum y Fields (1984) en su circuito de control endégeno del

dolor introdujeran la hipdtesis de la analgesia por desinhibicion gabaérgica: los
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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 1.4.1.3.5: Esquema que ilustra la hipdtesis de la analgesia por desinhibicion gabaérgica. Tomado
de Lau y Vaughan, 2014.

Hoy en dia, cuando se habla de las vias descendentes del dolor, siempre se dice que
esta modulacién del dolor estd mediada en gran medida a través de las vias
descendentes monoaminérgicas, cuyos principales neurotransmisores serian la
noradrenalina (norepinefrina), la dopamina y la serotonina. Como prueba de ello, cabe
destacar que el 20% del total de neuronas de la RVM son serotoninérgicas. Su

estimulacion eléctrica, que recordemos produce analgesia, provoca una importante
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liberacion de serotonina en la médula espinal. Asimismo, la aplicacién directa de
serotonina en la médula espinal inhibe la transmisidn nociceptiva. Todo ello apunta a
que la serotonina, al igual que los opioides, juega un papel importante en el circuito
enddgeno de control del dolor. El principal nlcleo serotoninérgico de la RVM es el
nucleo del rafe magno (Heinricher y Fields, 2013).

Recientemente, se ha demostrado la participaciéon 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); por otra parte,
también cabe destacar que un 10% de las proyecciones del DR estan destinadas a la
amigdala (Ma et al., 1991; Westlund y Willis, 2015).

Como se ha mencionado anteriormente, la noradrenalina también ha demostrado
jugar 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 mds 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 alfa-2; de
hecho, numerosos estudios indican que el circuito PAG-RVM produce su efecto
antinociceptivo, al menos en parte, por la activacion 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).
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Figura 1.4.1.3.62: 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.

1.4.1.4 Alteraciones del procesamiento del dolor en el sindrome de fibromialgia

El dolor crénico generalizado es la caracteristica predominante del FMS; ademas, éste
ejerce un impacto considerable en las AVD y en la calidad de vida de los pacientes, que

a menudo informan de limitaciones funcionales similares a las reportadas por personas
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con osteoartritis o artritis reumatoide (Hawley y Wolfe, 1991; Costa et al., 2017). Aun
asi, durante afios las personas con dolor por FMS han sido cuestionadas, negada su
condicién de enfermos, e incluso criticadas. La principal razén de esta reaccién de
profesionales de la salud, familia y amigos ha sido que, en muchas ocasiones, se ha
considerado que la Unica sintomatologia de estos pacientes era el dolor crénico
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” o “adictas a los medicamentos o hipocondriacos”. Aparte
de las razones socioldgicas de estas descalificaciones, bien es verdad 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, un fendmeno subjetivo sujeto a diferentes experiencias sobre el propio
dolor y el sufrimiento. A pesar de todo ello, el empefio de los investigadores por
entender el FMS ha contribuido de forma singular a la comprensién cientifica del

procesamiento del dolor en general (Russell, 2013).

El dolor del FMS es variable, su localizacién y su intensidad cambian a lo largo del
tiempo y durante el transcurso de la enfermedad; ademas, no hay pruebas ni signos o
sintomas especificos o patognomdnicos del FMS. De hecho, como se ha mencionado
anteriormente, el FMS ha llegado tanto a ser negado como incluso 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

gue ha acompaifiado a este sindrome doloroso a lo largo de los afios.

En la actualidad, sin embargo, tras el nuevo aval en 2010 del American College of
Rheumatology a la revisidn y la actualizacién 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 mas 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).
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La hiperalgesia y cierto grado de alodinia son sintomas frecuentes de enfermedad y
pueden ser Utiles adaptaciones para una mejor proteccién de tejidos vulnerables. El
término alodinia se introdujo originalmente para diferenciar esta sensacion tanto de la
hiperalgesia como de la hiperestesia, y se refiere a las condiciones que se observan en
pacientes con lesiones del sistema nervioso donde el tacto, la presion ligera o el frio
moderado / calor evocan dolor cuando se aplican a la piel aparentemente normal. Por
otra parte, la hiperalgesia representa una exacerbacion de la sensacion de dolor ante
un estimulo molesto/minimamente doloroso (Sandkiihler, 2009; Merskey y Bogduk,

2012).

El aumento de la sensibilidad al dolor puede, sin embargo, persistir mucho después de
qgue 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.
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Figura 1.4.1.4.1: Representacion grdfica de las definiciones actualizadas de alodinia e hiperalgesia
introducidas en 2008 por el grupo de trabajo de la IASP. Tomado de Sandkiiler, 2009.

Durante los ultimos afios, gran parte del estudio del dolor en FMS se han centrado en
el apoyo de la teoria que postula que el proceso que subyace tras el procesamiento
anormal del dolor en este sindrome es la amplificacidn central de la percepcién del

dolor (Petersel et al., 2011).

La amplificacién central del dolor (también llamada sensibilizacidn central) 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 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 percepcién del dolor depende del correcto
funcionamiento no sélo de la via ascendente del dolor, sino también de la

descendente. En los pacientes con FMS, ambas vias del dolor funcionan
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anormalmente: se produce un incremento de la excitabilidad de las neuronas centrales
que forman parte de la via ascendente del dolor y una reducciéon 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. En esta linea, recientes estudios de neuroimagen han contribuido en
gran medida a la comprensién de los cambios funcionales y morfoldgicos de las
estructuras cerebrales involucrados en los sistemas de dolor en FMS. Estos estudios se
han impuesto en la investigacién en humanos para observar posibles cambios
morfolégicos que den lugar a este fendmeno de amplificacion central; de hecho, han
demostrado 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. Sin embargo, de entre todos ellos cabe
destacar un estudio del 2002 del grupo de Gracely, el cual mediante resonancia
magnética funcional (fMRI) demostré de forma sdélida que, en respuesta a los
estimulos dolorosos, los pacientes con FMS han aumentado la activacién neuronal en
las regiones cerebrales relacionadas con el dolor, incluyendo la corteza
somatosensorial primaria y secundaria, la insula y la corteza cingulada anterior
(Gracely et al., 2002; Clauw et al., 2011; Petersel et al., 2011 ; Chinn et al., 2016).
Ademas de los estudios de neuroimagen, se han utilizado diversas herramientas
electrofisiolégicas como el reflejo de flexidn nociceptivo y la estimulacién magnética
transcraneal para examinar el procesamiento central del dolor en pacientes con FMS.
De esta ultima técnica, estudios recientes han reportado la existencia de una
disminucion de la inhibicion intracortical en pacientes con FMS, lo que sugiere la
presencia de deficiencias en los mecanismos inhibidores centrales, lo que apoya
completamente esta teoria de amplificacidon central (Schwenkreis et al., 2011; Baek et
al., 2016). Ademas, los pacientes de FMS muestran cambios en los niveles de
neurotransmisores y receptores asociados con un aumento de la sefalizacion
ascendente (pro-nociceptiva) y una disminucion de la sefializacién descendente

(antinociceptiva) (Petersel et al., 2011).
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Figura 1.4.1.4.1: Resonancia Magnética funcional (fMRI) que compara las respuestas de estimulos
nociceptivos de pacientes FMS y pacientes control. Las regiones en las que la respuesta en los pacientes
de FMS es significativamente mayor que la respuesta en los pacientes control se muestra en rojo.

Tomado de Gracely et al., 2002.

En cuanto a las alteraciones en las vias ascendentes dentro de la teoria de la
sensibilizacién central, el aumento de los niveles en el liquido cefalorraquideo de
neurotransmisores que generalmente actlan incrementando el impulso ascendente,
indican una mayor seializacién ascendente, la cual es pronociceptiva. Estos
neurotransmisores pronociceptivos, entre los que se incluyen la sustancia P, el factor
de crecimiento nervioso (NGF) y el factor neurotréfico derivado del cerebro (BDNF), se
hallan en niveles mas altos (que llegan a ser el 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). Asimismo, los niveles de glutamato y otros aminodcidos excitadores han
demostrado ser elevados tanto en el LCR como en el cerebro de pacientes de FMS. El

glutamato actua sobre los receptores N-metil-D-aspartato (NMDA) produciendo un
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aumento del dolor por el fendmeno de potenciacion o “wind up”, un fenédmeno por el
que después de repetidas estimulaciones dolorosas se produce un aumento progresivo
de la amplificacion central del dolor, lo que provoca mayor hiperalgesia y alodinia
(Clauw et al., 2011; Petersel et al., 2011; Yunus, 2007).

Por otra parte, en los pacientes con FMS, la actividad de las vias descendentes
antinociceptivas se muestra reducida. Una de las vias inhibitorias descendentes se
origina en el nucleo del rafe magno y otros nucleos adyacentes de la porcidon rostral y
ventromedial del bulbo raquideo (RVM), como hemos podido comprobar en apartados
anteriores. 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 nucleo noradrenérgico. Sus neuronas también envian sefiales
inhibitorias al asta posterior de la médula espinal. El andlisis del liquido
cefalorraquideo de pacientes con FMS ha encontrado de forma consistente una
disminucion en los niveles de los metabolitos de la serotonina y la noradrenalina
(Russell et al., 1992; Legangneux et al., 2001; Clauw et al., 2011; Chinn et al., 2016;
Baek et al., 2016).

En conclusién, el anormal comportamiento de los circuitos encargados del
procesamiento del dolor en los pacientes con FMS es debido a distintos factores, entre
los que figuran algunas contribuciones dependientes de mecanismos periféricos, pero
fundamentalmente a un mecanismo de amplificacion central del dolor, en el que se
produce una combinacién de aumento de la facilitacion del dolor y disminucién de la
inhibiciédn del mismo. Asi pues, tanto los estudios de fMRI, como los de estimulacién
magnética transcraneal y los estudios bioquimicos del liquido cefalorraquideo en
humanos apoyan la hipétesis de la amplificacion del dolor central en FMS. Aunque la
fisiopatologia del FMS aun no estd completamente dilucidada, ya son muchos los
estudios que apoyan la teoria que considera a la sensibilizacién central la principal

patogénesis del FMS.
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1.4.2 Principal sintomatologia comérbida: Sintomas depresivos

Como hemos podido observar anteriormente, el FMS es un sindrome caracterizado por
la presencia de dolor generalizado e hipersensibilidad no motivada por alteraciones
periféricas. Asi pues, el FMS se presenta con una serie de sintomas comdrbidos que
repercuten severamente en la calidad de vida de las personas, convirtiéndola en una
patologia altamente incapacitante (Bellato et al., 2012; Wolfe et al., 2013; Russell,
2013).

De entre ellos, vamos a centrarnos en uno de los principales sintomas presentes y mas
preocupantes en el FMS, los sintomas depresivos, haciendo hincapié en sus bases
anatdmicas vy fisioldgicas, las cuales podrian explicar la elevada prevalencia en la que
se presenta en el FMS y sus caracteristicas e impacto sobre la calidad de vida de los
pacientes.

Se han desarrollado a lo largo de las ultimas décadas diferentes teorias explicativas
sobre la depresién desde distintas corrientes psicoldgicas, entre las que destacan la
teoria conductista de la disminucidn del refuerzo positivo o las teorias cognitivas de la
indefension aprendida. Los modelos conductuales sugieren que la depresion es
fundamentalmente un fendmeno aprendido relacionado con las interacciones
negativas y su entorno. Por otro lado, las teorias cognitivas consideran que la
interpretacidon del sujeto sobre un suceso es mas importante que el suceso en si
mismo. De esta forma, la percepciéon 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).

Los trastornos depresivos son una de las alteraciones mentales mds comunes, y las
estimaciones muestran que, para el aino 2020, seran el segundo factor mds importante
en el deterioro de la salud global (Reddy, 2012). Los desdrdenes depresivos han sido
descritos desde el principio de la historia escrita de la humanidad. El primero en
describirlos fue Hipdcrates, alrededor del 400 a.C., mediante el término “melancolia”
(que significa bilis negra en griego). Algunos autores, entre los que destacan
Aristoteles y Galeno, también hicieron referencia a la melancolia. Este término
comprende la teorizacion de los estados humorales, e incluye descripciones detalladas

de los sujetos de estudio. Aunque la medicina humoral tan sélo conserva interés
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histérico, sus descripciones de los signos y sintomas de personas con “melancolia” han
tenido una importancia considerable en el desarrollo de la investigacion de los
trastornos depresivos en psicologia, psicobiologia y neurociencia; de hecho, la
definicion actual de depresion comparte con la definicion de melancolia cinco
similitudes fundamentales: tristeza, desaliento, temor, ansiedad y aprehensién
(Radden, 2003). 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).

1.4.2.1 Bases anatdmicas y fisioldgicas de los sintomas depresivos

Tradicionalmente se ha pensado que los estados de danimo 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 fisiolégicas
de la depresién son objeto de activa investigacion de la que se puede concluir que las
areas mas probablemente involucradas son las estructuras limbicas (cdrtex cingulado,
hipocampo, cuerpos mamilares y tdlamo anterior), los circuitos de recompensa (nucleo
accumbens, sublenticular, amigdala, tegmento ventral, insula, tdlamo, giro
parahipocdmpico y corteza prefrontal), el hipotdlamo y la corteza temporal anterior
(Hanff et al., 2010; Kalia, 2005; Nestler et al., 2002).

La dindmica afectiva humana es un proceso muy complejo que implica la accién de
varios agentes electroquimicos cerebrales, pero también factores psicosociales. Los
trastornos afectivos son fendmenos conscientes impulsados por la accién de la
neuromodulacién (Wang and Pereira Jr., 2016).

La neuromodulacidn se concibe como un proceso regulador que actia sobre el
equilibrio de la excitaciéon y la inhibicion en todo el SNC. Este equilibrio se genera
principalmente por la combinacion de liberacién y accién de Glutamato (Glu) y de
acido y-aminobutirico (GABA). Los principales neuromoduladores son la Acetilcolina
(ACH) y las monoaminas, de las que ya hemos hablado con anterioridad y de las que
hablaremos mas adelante en profundidad: Dopamina (DA), Serotonina: 5-
hidroxitriptamina (5-HT) y Norepinefrina o Noradrenalina (NE/NA) (Wang and Pereira
Jr., 2016).
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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
psiquiatricos. Por otro lado, se observd que los agentes que alteran el metabolismo de
las monoaminas, como los inhibidores de la monoaminooxidasa (IMAQ) y los farmacos
triciclicos, aliviaban los sintomas depresivos. Estos hechos llevaron a principios de los
afos sesenta del siglo pasado a sugerir de la hipdtesis monoaminérgica de la depresién
(Akiskal y McKinney, 1973; Elhwuegi, 2004; Kalia, 2005; Nestler et al., 2002).

La hipdtesis monoaminérgica de la depresién ha aumentado los conocimientos tanto
de la fisiopatologia de la depresion como de la accién de los tratamientos
farmacoldgicos antidepresivos en las Ultimas décadas, lo cual ha conducido a la
produccién de varias generaciones de agentes antidepresivos (Massart et al., 2012). La
hipdétesis monoaminérgica de la depresion defiende que su origen neurobiolégico esta
relacionado con una disminucién de las monoaminas en el sistema nervioso central.
Esta hipotesis de la depresidn ha sido cuestionada por algunos autores como
excesivamente simplista en la descripcion de su patologia, puesto que en la
patogénesis de los trastornos de la conducta también se han descrito disfunciones del
eje hipotaldmico-pituitario-suprarrenal (HPA), asi como alteraciones
neurodegenerativas e inflamatorias. Sin embargo, la evidencia creciente muestra una
fuerte relacion entre la desregulacion 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).

Las vias de los sistemas monoaminérgicos se proyectan desde el tronco encefélico
hacia diferentes d&reas cerebrales y médula espinal, e incluyen neuronas
dopaminérgicas, localizadas en el Area Ventral Tegmental (VTA) y la pars compacta de
la Sustancia Negra (SNc), neuronas noradrenérgicas procedentes del locus coeruleus
(LC), y neuronas serotoninérgicas, procedentes de los nucleos medio (MRN) y dorsal

del rafe (DR). Como hemos mencionado anteriormente, puede observarse gque estos

TESIS DOCTORAL EvA M. GONZALEZ SOLER



50 INTRODUCCION

nucleos también tienen un papel muy importante en las vias descendentes de

regulacion del dolor (Hale and Lowry, 2011; Di Giovanni et al., 2016).
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Figura 1.4.2.1: Distribucion en el cerebro humano de las neuronas monoaminérgicas DA, NE y 5-HT y sus
proyecciones. Tomado de Haines, 2013.

Como se puede apreciar en la figura 1.4.2.1, las neuronas serotoninérgicas
procedentes principalmente de los nucleos del rafe dorsal y del rafe magno proyectan
a los nucleos 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 drea 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,
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2004; Fuchs y Flugge, 2004; Hamon y Blier, 2013; Hanff et al., 2010; Nestler et al.,
2002).

1.4.2.2 Alteraciones depresivas en pacientes con sindrome de fibromialgia

La depresion es la comorbilidad psiquidtrica mas frecuente en pacientes con FMS, con
tasas de prevalencia que van desde 20% a 80%. De los pacientes con FMS que no han
sido diagnosticados formalmente de depresién mayor, un 40% presenta sintomas
depresivos, es decir, cumplen con algunos sintomas caracteristicos de la enfermedad,
pero no cumplen por completo los criterios para su diagnéstico (Aguglia et al., 2011;
Buskila y Cohen, 2007; Fietta et al., 2007; Russell, 2013).

Estudios realizados durante los ultimos 20 afios han demostrado que la depresién en
FMS representa un impacto severo en la calidad de vida de los pacientes, los cuales
obtienen una puntuacién muy baja en el Test de calidad de vida relacionada con la
salud (Health-related quality of life Test, HRQoL), con medias muy bajas en cada una
de sus encuestas (mas especificamente, en el medical outcome study 36-short-form
health survey, o MOS-SF-36). Esta disminucién de las medias, asi como el radio de
comorbilidad con un desorden psiquiatrico, son significativos en comparacién con
pacientes con enfermedades crénicas tan severas como enfermedad obstructiva
pulmonar crénica (EPOC), artritis reumatoide o incluso sindrome de Sjorgen. Los
estudios que han realizado encuestas HRQoL exponen que los trastornos depresivos en
fibromialgia estdn relacionados con un aumento de los trastornos funcionales,
sentimiento de baja energia, menos interés en actividades de ocio, menor motivacién
y problemas en las relaciones interpersonales (Sherbourne et al., 1994; Kurtze et al.,
1999; Pagano et al., 2004; Consoli et al., 2012).

El sindrome de depresién mayor (MDD), seglin el DSM-V (Diagnostic and statistical
manual of mental disorders, 52 edicion), comparte con el FMS alguna sintomatologia,
como la presencia de fatiga o alteraciones del suefio. Esto dificulta el diagndstico de
depresién en los pacientes con FMS, lo que hace necesario un buen diagndstico
diferencial (Veltri et al., 2012); por otra parte, estas similitudes nos incitan 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).
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La interrelacidn entre el FMS y los estados de animo depresivos es retroalimentativa:
En efecto, las personas con FMS, debido al dolor generalizado, la fatiga o los
problemas de suefio, sufren un malestar generalizado y dificultades para realizar las
actividades de la vida diaria, lo que afecta a su calidad de vida y a sus relaciones
sociales, lo que repercute en su estado de danimo (Jensen et al., 2010; Pae et al., 2008;
Soriano-Maldonado et al., 2015; Torta et al.,, 2014). Por otro lado, las dificultades
observadas en los tests HRQol, como una mayor atencion hacia sus sintomas de dolor,
pensamientos negativos hacia la enfermedad y los estados de alerta y estrés
mantenidos, etc., repercuten en una disminucion de los umbrales de dolor (Consoli et
al., 2012; de Souza et al., 2014; Gota et al., 2015).

Las alteraciones monoaminérgicas podrian explicar la elevada prevalencia en que el
dolor y la depresién coexisten (Agliera-Ortiz et al., 2011; Arora et al., 2011; Ohayon,
2009). Anteriormente hemos expuesto los diversos estudios que han demostrado una
disminucion de monoaminas centrales (dopamina, serotonina y noradrenalina) en el
liguido cefalorraquideo de pacientes con FMS (Legangneux et al., 2001; Russell et al.,
1992). Esta disminucién de monoaminas en los pacientes con FMS podria estar
provocando, por una parte, la supresién de las vias descendentes inhibitorias del dolor
y el aumento de las vias facilitadoras ascendentes (en otras palabras, el fendmeno de
sensibilizacion y amplificacion central), lo cual seria responsable del dolor muscular
generalizado caracteristicos de estos pacientes (Becker y Schweinhardt, 2012;
DeSantana y Sluka, 2012; Meeus y Nijs, 2006; Petersel et al., 2011; Yunus, 2007), y, por
otra parte, justificaria en estos pacientes la aparicién de sintomas depresivos (Akiskal

y McKinney, 1973; Elhwuegi, 2004; Hamon y Blier, 2013).

1.5 Etiopatogenia del sindrome de fibromialgia: Principales hipétesis

La etiopatogenia del FMS sigue siendo desconocida en la actualidad (Branco et al.,
2009; Bellato et al., 2012; Chinn et al.,, 2016), lo que dificulta, entre otros, el
establecimiento de tratamientos especificos satisfactorios. Uno de los principales
problemas que se presenta en el estudio de la etiopatogenia del FMS es la
interrelaciéon que existe entre sus principales sintomas (la deprivacién de suefio no
REM en personas sanas provoca clinica dolorosa, el dolor crénico puede provocar

sintomatologia ansiosa y depresiva, y a su vez estos pacientes suelen presentar
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somatizaciones sobre el aparato locomotor...). La interrelacion de estos factores
dificulta todavia mas crear relaciones de causalidad entre ellos y establecer un origen
(Villanueva y Valia, 2004).

Las investigaciones en FMS de los ultimos 15 afios han apostado por una serie de
hipodtesis respecto de su origen.

En primer lugar, y a pesar de la extensa bibliografia que apoya la hipdtesis de que la
patogénesis del FMS radica en el sistema nervioso central, hay una corriente clasica
gue describe posibles etiologias periféricas de esta patologia. Entre ellas, destacan los
estudios que sugieren el papel de la inflamaciéon neurogénica en la etiologia del FMS
(Salemi et al., 2003), o las que sugieren una alteracion del flujo sanguineo en los
musculos de los pacientes con FMS (Lindh et al., 1995; Elvin et al., 2006; Mclver et al.,
2006). Ademas, estudios recientes han expuesto que un hallazgo frecuente en los
pacientes de FMS es la dificultad que tienen para relajar sus musculos, lo que puede
ser motivo de fatiga y dolor muscular, pero no se han demostrado cambios

electrofisioldgicos que lo corroboren (Staud, 2011).
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Figura 1.5.1: Secciones cutdneas de pacientes con FMS que muestran sefiales positivas de la proteina IL-
18y IL-1f3 en la regidon subcutdnea en células similares a fibroblastos, lo que sugiere que la
neuroinflamacion tiene un papel en la etiologia de la fibromialgia. Tomado de Salemi et al., 2003.

Por otra parte, algunos estudios sugieren 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 el

péptido de calcitonina, noradrenalina, endorfinas, dopamina, histamina y GABA, o
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elevados niveles de hormona de crecimiento (Giovengo et al.,, 1999). Otras
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).
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Figura 1.5.2: Modelo de las interacciones hipofisarias hipotaldmicas impulsadas por CRH en pacientes
con sindrome de fibromialgia hipotetizado por Meeck en 2002. Las abreviaturas son: Hormona
Liberadora de Corticotropina (CRH), Hormona Liberadora de Tirotropina (TRH), Hormona Liberadora de
Hormonas Luteinizantes (LHRH), Hormona Adrenocorticotrdpica (ACTH), Hormona del crecimiento (GH),
somatostatina (SOM) hormona tiro-estimulante (TSH), estrégeno (Estr), Hormona luteinizante (LH),
Hormona estimuladora de foliculos (FSH), Factor de crecimiento insulin-like (ICF-1). Tomado de Neeck,
2002.

En dltimo lugar, mencionaremos la hipdtesis de la alteracion monoaminérgica, la mas
apoyada por la evidencia. Una considerable cantidad de estudios 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 ha encontrado una amplificacion central del
dolor de estos pacientes, mediante una supresion 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). Ademas, el descubrimiento tanto de un 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 de una disminucion de la mayor parte de metabolitos

de la serotonina, la noradrenalina y la dopamina en el liquido cefalorraquideo de
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pacientes con FMS (Becker y Schweinhardt, 2012; Legangneux et al., 2001; Russell et
al.,, 1992) podrian explicar este fendmeno de amplificaciéon central. En esta misma
linea, diversos estudios sobre polimorfismos genéticos en genes relacionados con la
regulacién de 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; Lee et al., 2012;
Xiao et al.,, 2012). Estos sistemas monoaminérgicos, como hemos sefalado
anteriormente, también estan implicados en la regulacidn del estado de animo, entre
otros, lo que podria explicar la elevada comorbilidad de sintomas psiquidtricos en este

sindrome (Agliera-Ortiz et al., 2011; Arora et al., 2011; Ohayon, 2009).

Genetic markers in fibromyalgia

System Genetic marker

Serotoninergic 5-HT2A receptor polymorphism T/T phenotype
SLC6A4 serotonin transporter
Dopaminergic Dopamine D4 receptor exon |ll repeat polymorphism

Catecholaminergic Catecholamine O-methyl transferase polymorphism

Future clinical implications of molecular genetic findings in fibromyalga

Subgrouping of fibromyalgia patients
Pharmacologic treatment based on knovdedge of patient's genotype

* Subjects with the short 5-HTTLPR allele may be more suitable candidates for
antidepressant medication

* Subjects without the 7DRD4 alleie may be candidates for dopaminergic
medication

Figura 1.5.3: Polimorfismos genéticos encontrados en pacientes de FMS y su posible implicacion clinica
futura . Estos polimorfismos, aunque no son esoecificos de FMS, apoyan la teoria monoaminérgica del
sindrome. Tomado de Buskila, 2009.

1.6 Tratamientos actuales para el sindrome de fibromialgia

La informacién sobre el diagndstico, el prondstico y las alternativas terapéuticas es
especialmente relevante en cualquier enfermedad. El diagndstico de FMS en pacientes

con dolor crénico generalizado y su sintomatologia comédrbida suele terminar un
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periodo muy largo de incertidumbre, desinformacidn y en algunos casos menosprecio.
Segun el informe sobre FMS elaborado por el Ministerio de Sanidad, Politica Social e
Ilgualdad en 2011, los pacientes bien informados estaran mejor preparados para
afrontar su enfermedad, clinica y emocionalmente, y minimizar sus consecuencias.
Aunque algunos profesionales han sugerido que el diagndstico de FMS podria tener
efectos negativos, una revision sistematica de una extensa bibliografia indica que
reduce la presidn asistencial por parte de estos pacientes (para revision ver el
documento Fibromialgia elaborado por el Ministerio de Sanidad, Politica Social e

Igualdad en 2011).

Debido al desconocimiento de su etiopatogenia, el objetivo del tratamiento del FMS
no es curativo sino paliativo y debe perseguir el maximo alivio sintomdtico 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
musculoesquelético crénico generalizado (que posee componentes sensitivos,
afectivos y cognitivos) y el resto de sintomatologia comdrbida, generan un amplio
espectro de sintomatologia a tratar, y toda terapia exitosa deberad 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 et al., 2010). Los tratamientos del FMS con mayor evidencia
cientifica podrian dividirse en 2 grandes grupos: tratamientos no farmacoldgicos vy

tratamientos farmacoldgicos.
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History and physical examination

Diagnosis of fibromyalgia

——>> if needed to exclude treatable
comorbidities:
« Laboratory and / or
radiological exams
« Referral to other specialists

Patient education and information sheet

if insufficient effect

Physical therapy with individualised graded physical exercise
(can be combined with other recommended non-
pharmacological therapies such as hydrotherapy, acupuncture)

if insufficient effect

Reassessment of patient to tailor individualised treatment

Additional individualised treatment

Pain-related depression,
anxiety, catastrophizing, overly
passive or active coping

Severe pain / sleep

disturbance

Severe disability / sick-leave

Psychological therapies Pharmacotherapy iUHeaed-lenabilltation
programs
« Mainly cognitive Severe pain
behavioural therapy. * Duloxetine
» For more severe + Pregabalin
depression / anxiety + Tramadol (orin
consider psycho- combination with
pharmacological treatment paracetamol)

Severe sleep problems

+ Low dose amitriptyline

+ Cyclobenzaprine or
+ Pregabalin at night

Figura 1.6.13: Recomendaciones del manejo del tratamiento del FMS de The European League Against
Rheumatism (EULAR), revisados en Febrero del 2017. Tomado de Macfarlane et al., 2017.
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1.6.1 Tratamientos no farmacoldgicos

Se han publicado numerosas revisiones que analizan la eficacia de los tratamientos no
farmacoldgicos en el FMS (Sueiro-Blanco et al., 2008; Hasset and Grevitz, 2009; Castro-
Sanchez et al., 2017; Noguchi et al., 2017). Muchos de estos estudios coinciden en que
los programas de ejercicios son la intervencién no farmacoldgica mds y mejor
estudiada, pero cada vez es mds habitual encontrar estudios del resto de
intervenciones no farmacoldgicas que se emplean en el tratamiento del FMS (agentes
fisicos, terapia manual, puncién seca...), lo que ha aumentado la evidencia de la

efectividad de los diversos tratamientos no farmacolégicos en esta patologia.

1.6.1.1 Programas de ejercicio fisico

El ejercicio fisico, ya sea ejercicio aerdbico, entrenamiento de resistencia, o
entrenamiento de flexibilidad, se ha demostrado muy positivo proporcionando
beneficios en pacientes con FMS (Sueiro-Blanco et al., 2008; Hasset and Grevitz, 2009
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 y produce liberacion de endorfinas enddgenas, ademas de tener
influencia sobre el eje hipotdlamo-hipofiso-adrenal (HHA), disminuyendo los niveles
plasmaticos de cortisol (Russell, 2013; Kumar, 2015). Recientes investigaciones han
hallado que tan sélo 15 minutos al dia de ejercicio aerdbico moderado (bicicleta
estatica) son suficientes para movilizar de forma aguda el Factor de crecimiento
insulinico en suero-1 (Serum insulin-like growth factor-1, |GF-1). El IGF-1 regula la
actividad metabdlica y la proliferacion celular en el mdsculo esquelético y en el sistema
nervioso central y periférico durante el ejercicio, y hay estudios que exponen que
aproximadamente un tercio de los pacientes de FMS sufren una deficiencia de este
factor. Por ello, la movilizacién aguda a partir del ejercicio de este factor es un apoyo a

la hora de planificar nuevas estrategias especificas moderadas dentro del ejercicio

EVA M. GONZALEZ SOLER TESIS DOCTORAL



INTRODUCCION 59

fisico para los pacientes con FMS (Cuatrecasas et al., 2010; Mannerkorpi et al., 2017;
Bjersing et al., 2017).

Ademas de las implicaciones fisioldgicas, el aumento en la actividad fisica diaria y la
practica de ejercicio fisico mejora la calidad de vida de los pacientes con FMS, puesto
que la sintomatologia coexistente de dolor crénico generalizado, estados de animo
depresivo y la fatiga crénica contribuyen en gran medida a estilos de vida sedentarios.
De esta forma, la practica regular de ejercicio evita el circulo vicioso entre el dolor, los
trastornos psicolégicos y la inactividad comunes en los pacientes con FMS (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 moderada, de modo que
pueda derivar en efectos positivos del entrenamiento, pero no tan elevada como para
incrementar los sintomas; ademas, la adhesidon a medio-largo plazo se plantea como
uno de los grandes problemas, ya que, si el paciente con FMS deja de realizar los
ejercicios o no incrementa su nivel de actividad fisica, los efectos conseguidos se
pierden pronto. Por todo ello, conseguir que los pacientes con FMS inicien vy
mantengan un programa de ejercicio fisico sigue siendo un reto (Safiudo et al., 2010;

Russell, 2013).

1.6.1.2 Fisioterapia

En la actualidad abundan los estudios sobre el efecto de las terapias con agentes
fisicos (termoterapia, hidroterapia, electroterapia...), terapia manual y terapias un
poco mas invasivas como la puncidn seca en pacientes con FMS. Estas terapias, unidas
a un tratamiento farmacoldgico adecuado, resultan beneficiosas, lo que aumenta la
evidencia de que la clave de un tratamiento satisfactorio en FMS radica en la actuacién
de equipos multidisciplinares bien organizados (Romeyke et al., 2015; Calandre et al.,
2017).

Por una parte, la termoterapia, de forma aislada, ha demostrado ser efectiva en
términos de reduccion del dolor tras un tratamiento diario de seis meses. Aun asi,
estudios que han empleado tratamientos mediante hipertermia sefialan que ésta es

mejorada si se combina con ejercicio fisico, o bien con otros tratamientos
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fisioterapicos o farmacoldgicos, haciendo hincapié de nuevo en la necesidad de grupos
multidisciplinares que aborden esta patologia (Romeyke et al., 2015). En la misma
linea, la hidroterapia a largo plazo ha demostrado ser efectiva en reducir el dolor
significativamente, con una frecuencia de tratamiento de aproximadamente 4 horas a
la semana (Macfarlane et al., 2017).

En cuanto a los tratamientos basados en la electroterapia, la utilizacidn de programas
de electro-estimulacion nerviosa transcutanea (TENS) y otras corrientes analgésicas, ya
sean combinadas o no con otro tipo de terapias, reducen significantemente el dolor,
pero no muestran signos de mejora de la fatiga crénica coexistente (Salazar et al.,
2017).

Un estudio reciente evalla el papel de la puncién seca y del cross taping sobre puntos
gatillo (trigger points) y sobre la musculatura paravertebral en pacientes con FMS. Los
resultados muestran una disminucién significativa tanto del nimero de puntos gatillo
como de la intensidad de dolor percibida por el paciente. Esta demostrado que esta
reduccion del dolor se debe a que las fibras AA se estimulan 72 horas después de la
aplicacidon de la puncién seca en el punto de activacién, y la estimulacién prolongada
de estas fibras hace que la encefalina funcione en las interneuronas inhibidoras en el
asta dorsal de la médula espinal. La puncién seca también aumenta la circulacién
sanguinea local del tejido y genera un estiramiento local en las estructuras del
citoesqueleto, lo que causa la relajacion de los sarcémeros al reducir la cantidad de
solapamiento entre actina y miosina en un musculo con puntos gatillo (Dommerholt,
2011; Castro-Sanchez et al., 2017).

Antes de la inclusién de los nuevos criterios diagndsticos en 2010, las investigaciones
sobre la terapia manual en FMS eran confusas y sus resultados mostraban
controversias entre autores. La terapia manual en general ha demostrado, desde la
revision de los criterios en 2010, ser efectiva reduciendo la intensidad del dolor en
pacientes con FMS en tratamientos de al menos 4-5 semanas (Field et al., 2007). De
forma mas especifica, aunque el masaje sueco y el masaje tradicional sélo han
demostrado resultados significativos reduciendo el dolor, varios estudios han
evidenciado que las terapias manuales miofasciales han reducido significativamente el
dolor, la ansiedad vy los trastornos depresivos (Chinn et al., 2016). En algunos casos,

una terapia continuada de masaje técnico miofascial ha llegado a reducir
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significativamente incluso los trastornos del suefio (Li et al., 2014). El Shiatsu, por otra
parte, también ha demostrado tener efectos sobre dolor, depresién y trastornos del
suefio, pero en menor medida que las terapias miofasciales (Li et al., 2014; Field, 2014;
Chinn et al., 2016; Field, 2016).

Otros tratamientos comunes en fisioterapia, como la aplicacién de ultrasonidos o la
magnetoterapia (ya sea mediante campos estdticos o campos pulsatiles de baja
frecuencia) han mostrado resultados a muy corto plazo en la reduccién del dolor, pero
la evidencia no es, por el momento, lo suficientemente fuerte (para revision ver el
documento Fibromialgia elaborado por el Ministerio de Sanidad, Politica Social e

Igualdad en 2011).

1.6.1.3 Tratamientos psicoldgicos

Hablaremos, en primer lugar, de la terapia de cognitivo-conductual (TCC) y de los
modelos psicoeducativos. Distintas estrategias, dentro de un marco cognitivo-
conductual, han mostrado eficacia en el tratamiento del dolor por FMS, entre ellas, la
reestructuracion cognitiva, la redefinicion de objetivos, el control de la autoexigencia,
el fomento de la independencia emocional, la programacién gradual de ejercicio, la
redistribucidon de los esfuerzos fisicos, la utilizacién de técnicas de relajacidon y de
control de estrés, entre otros (Villanueva et al., 2004; Russell, 2013).

La TCC actua intentando dotar a los pacientes con FMS de estrategias para que
puedan ejercer control sobre sus vidas, manteniendo la mayor funcionalidad posible.
Los programas cognitivo-conductuales incluyen una parte psicoeducativa y otra en
entrenamiento en la adquisicién y mejora de habilidades de afrontamiento del dolory
sus consecuencias. La parte psicoeducativa resulta sumamente importante, puesto
gue ensefia al paciente a ajustar sus experiencias a su situacion; es decir, se establecen
relaciones funcionales entre los diferentes elementos del comportamiento de la
persona con dolor y cdmo esta persona puede ser motor y agente de cambio
(Villanueva y Valia, 2004; Russell, 2013).

Por otra parte, cada vez se les da mayor peso a las terapias psicoldgicas alejadas del
tradicionalismo cognitivo-conductual. El mindfulness o atencion plena se conceptualiza

como aquella habilidad que consiste en "centrar la atencién de un modo intencional:
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en un objeto, en el momento presente, y sin juzgar". El Doctor Jon Kabat-Zinn de la
Universidad de Massachussets, desarrollé el mindfulness-Based Stress Reduction
(MBSR) que constituye un protocolo terapéutico cuya eficacia en la reduccidon 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. Varios autores han comprobado que tras la aplicacién del entrenamiento se
conseguia incrementar el bienestar psicoldgico 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
evidenciado que el mindfulness conseguia reducir significativamente diversas variables
tales como la disminucién de la calidad de vida, el nivel de dolor percibido o las
estrategias negativas de afrontamiento del dolor empleadas (Grossman et al.,2007).
Estudios recientes muestran que una terapia continuada de mindfulness tiene efectos
positivos tanto en la percepcion del dolor, calidad del suefio, malestar psicoldgico,
falta de apego y compromiso civico de pacientes con FMS, efectos que se prolongan
hasta los 6 meses de seguimiento, aunque muchos hacen hincapié en que, por
supuesto, debe combinarse con el tratamiento farmacoldgico (Amutio et al., 2015;

Menzies, 2016; Castelli y Tesio, 2016; Van Gordon et al., 2017).

1.6.2 Tratamientos farmacoldgicos

No hay, hasta la fecha, ningun farmaco aprobado por la Agencia Espaiiola de
Medicamentos y Productos Sanitarios ni por la Agencia Europea de Medicamentos
(AEM) con indicacion especifica para FMS. Aunque existen multiples pautas de
tratamiento farmacoldgico basadas en la evidencia para el FMS, presentadas por la
American Pain Society y por la European League Against Rheumatism (EULAR), asi
como en las directrices nacionales establecidas en Canadd, Espana y Alemania (Chinn
et al., 2016). Sélo unos pocos farmacos han demostrado eficacia de forma consistente
en algunos de los sintomas del FMS (para revisiéon ver el documento Fibromialgia del
Ministerio de Sanidad, Politica Social e Igualdad, 2011). Entre ellos encontramos cuatro

grandes grupos: farmacos antiepilépticos (DEA), antidepresivos triciclicos (TCA),
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inhibidores selectivos de la recaptacion de serotonina (SSRI) e inhibidores de la
recaptacion de serotonina-noradrenalina (SNRI). Aun con todo esto, La Food and Drugs
Administration (FDA) de Estados Unidos sélo ha aprobado hasta la fecha la duloxetina,
la pregabalina y el milnacipram para el tratamiento del FMS; la sanidad de Canada solo
ha aprobado el uso de duloxetina y pregabalina, mientras que la AEM no ha aprobado
de forma especifica ningin medicamento para esta patologia a dia de hoy (Chinn et al.,
2016).

Otros farmacos de uso comun en diversas patologias han sido investigados en FMS, sin
resultados significativos.

A continuacién, se describen los resultados que los principales tipos de farmacos han
tenido tanto en la préctica clinica como en la investigacién basica en el tratamiento del

FMS:

1.6.2.1 Analgésicos

Por supuesto, es inevitable pensar en un tratamiento analgésico para una patologia de
dolor crénico. Aun asi, el tratamiento farmacolégico con analgésicos en pacientes con
FMS presenta eficacia muy limitada, y sélo resulta levemente efectiva en periodos en
los que los pacientes tienen una sintomatologia leve de dolor (Russell, 2013).

Como analgésico por excelencia, el paracetamol ha sido el farmaco mas utilizado en
FMS. Aunque hay estudios que han evidenciado que el 27% de los pacientes lo
consideraba totalmente ineficaz (Wolfe et al., 2000), otros estudios algo mas recientes
exponen que solo el 36% de pacientes consideraba que el paracetamol les habia sido
util (Bennet et al., 2007); sin embargo, los expertos recomiendan no utilizarlo como
terapia Unica (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 los derivados de su efecto psicotrdpico; ademas, existe
controversia en su uso por sus efectos adversos, como la afectacién del sistema
digestivo, la adiccion generada y la alta tolerabilidad. En resumen, no es frecuente

recurrir al uso de estos farmacos para tratar el FMS porque consideran que los
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beneficios no superan los inconvenientes que generan (Ngian et al.,, 2011; Russell,
2013).

Por otra parte, el tramadol, un agonista opioide débil que ademas posee acciones
serotoninérgicas y noradrenérgicas, resulta eficaz en pacientes con FMS con dolor
ligero a moderado (Kaneko et al., 2014; Russell et al., 2000).

Las investigaciones mas actuales apuestan por una sinergia paracetamol-tramadol,
introduciendo el concepto de “Analgesia Multimodal”. No sélo se ha evidenciado una
disminucion del dolor sino que una parte considerable de los pacientes experimentan
una reduccién de la astenia y las parestesias. Una nueva revisiéon de los criterios del
EULAR incluyen la analgesia multimodal paracetamol-tramadol como una de las
posibilidades de tratamiento (Roskell et al., 2011; Ghini et al., 2016; Macfarlane et al.,
2017).

Hay que mencionar, ademads, a los cannabinoides dentro de los farmacos analgésicos.
La nabilona, un cannabinoide sintético, sélo se ha estudiado en pequefos ensayos
clinicos, los cuales han mostrado controversia en sus efectos. De hecho, a dia de hoy
aun no se puede hablar de resultados robustos para este tipo de farmacos en ninguin
tipo de sintomatologia del FMS (Skrabek et al., 2008; Ware et al., 2010; Walitt et al.,
2016).

Incluiremos también en este grupo a los antiinflamatorios. El tratamiento mediante
antiinflamatorios, ya fuesen antiinflamatorios no esteroideos (AINES) o mediante
glucocorticoides, ha demostrado eficacia en el tratamiento del FMS (Clark et al., 1985;
Yunus et al., 1989). Varios estudios han sefalado la posible utilidad de combinar
ibuprofeno o naproxeno con amitriptilina, ciclobenzaprina o benzodiacepinas, pero no
se han encontrado ventajas frente a otros tratamientos, y por ello, no han tenido un

gran impacto en la investigacion del FMS (Rao et al., 2003).

1.6.2.2 Antiepilépticos

Los farmacos antiepilépticos tales como la gabapentina (GBP) o la pregabalina (PGB) se
han usado como co-analgésicos en diversas patologias que cursan con dolor crénico. La
indicacion inicial para ambos compuestos dentro de su uso como analgésicos era el

dolor neuropatico en diversas patologias, como neuralgia postherpética,
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polineuropatia diabética y dolor neuropdtico central después de lesiones en la médula
espinal. Sin embargo, el uso de estos farmacos se ha ampliado a otras condiciones de
dolor tanto crénicas como agudas. El FMS es una de las afecciones crénicas en las que
la PGB ha resultado ser efectiva, de hecho, en 2007, fue la primera terapia
farmacoldgica aprobada por la FDA para el manejo del FMS, y se usa cada vez mds para
el tratamiento de esta patologia (Boomershine, 2010; Bellato et al., 2012; Russell,
2013; Forte et al., 2015; Gerardi et al., 2016; Chinn et al., 2016). La PGB es un farmaco
anticonvulsivante que actua uniéndose a la subunidad alfa-2-delta de los canales de
calcio voltaje-dependientes del SNC; por lo tanto, regula a la baja el flujo de iones de
calcio en las neuronas, reduciendo posteriormente la liberacién de una variedad de
neurotransmisores excitadores e inhibidores. Esta inhibicion de la funciéon de los
canales de calcio provoca una reduccién de la transmision excitadora a nivel de la
médula espinal, que seria el mecanismo por el que la PGB consigue producir un efecto

antihiperalgésico en pacientes con FMS (Bauer et al., 2009; Bauer et al., 2010).

H.N CO.H
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CH,

Pregabalin

Figura 1.6.2.2.1 : Estructura molecular de la pregabalina (S(+)-3-isobutyl GABA). Tomado de McClelland
etal., 2004.

La seguridad de la PGB en el tratamiento del FMS se refleja en los datos de diversos
estudios. Aunque los efectos secundarios son frecuentes, la tasa de efectos adversos
ha mostrado ser aproximadamente similar a la del placebo. Los efectos adversos
durante el tratamiento se observaron en aproximadamente el 80-90% de los pacientes
en los grupos de PGB y aproximadamente el 70-75% en los grupos de placebo y eran
principalmente leves o moderados (Chinn et al., 2016; Gerardi et al., 2016).

Los estudios realizados a corto plazo con antiepilépticos han demostrado mejoras

significativas del dolor y las alteraciones del suefio (Chinn et al., 2016). Los estudios a
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largo plazo muestran, ademas, mejoras significativas de la fatiga cronica. Estos
resultados son similares a otros medicamentos eficaces en FMS, como milnacipran o
duloxetina. Aun con todo, no se ha estudiado el papel de la PGB en los trastornos del
estado de animo en el FMS (Roskell et al., 2011; Chinn et al., 2016; Derry et al., 2016;
Gerardi et al., 2016).

En cuanto al protocolo de tratamiento de FMS con PGB, se ha sugerido que la dosis
inicial debe ser baja, y que se ha de aumentar progresivamente. Se ha demostrado que
una dosis entre 300 y 600 mg/dia es suficiente para observar las mejoras en la
sintomatologia anteriormente mencionada. La dosificacion de PGB debe adaptarse
individualmente a cada paciente en funcidon del uso de otros medicamentos y su
tolerancia previa a farmacos. Los pacientes con antecedentes de efectos adversos
moderados causados por pequefias dosis de otros medicamentos pueden tener
reacciones similares a la PGB. Las dosis orales iniciales pueden ser de 75 mg cada
noche a la hora de acostarse o de 75 mg dos veces al dia, y aumentarse gradualmente
a una dosis de 150 mg dos veces al dia durante 1 a 2 semanas segun se tolere y en
base a la eficacia. Las dosis mds altas son mas probables de ser intolerables
(Boomershine et al., 2010; Forte et al., 2015; Chinn et al., 2016; Derry et al., 2016).

Auln con todo, y debido a que no se cubre un gran espectro de sintomatologia
comorbida con un solo farmaco, cada vez mas se estd abandonando la idea de un
tratamiento basado en sélo un farmaco (actualmente conocido como monoterapia) y
se estan abordando nuevas opciones, como una terapia combinada aprovechando la

sinergia entre PBG y duloxetina (Gilron et al., 2016).

1.6.2.3 Antidepresivos

La eficacia de los antidepresivos (ya sean triciclicos, SNRI o SSRI) en la reduccion del
dolor, la depresién y la fatiga, y la mejora de la calidad de vida en general ha dado
lugar a su uso regular en el tratamiento de pacientes con FMS; ademas, diversos
estudios que han analizado la eficacia de los antidepresivos en el FMS los clasifican
como una de las alternativas terapéuticas mas eficaces (Hauser et al., 2014; Forte et

al., 2015; Lawson, 2016).
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1.6.2.3.1 Antidepresivos triciclicos (TCAs):

La amitriptilina es el farmaco mas representativo de entre los TCAs, y es recomendado
por todas las guias clinicas. La amitriptilina mejora el dolor y las alteraciones del suefio
en el FMS, pero el efecto sobre la depresidn apenas se ha estudiado. Aunque se ha
mostrado mds eficaz que otros antidepresivos como el milnacipran o la duloxetina, los
estudios basados en tratamiento farmacoldgico con TCAs fueron realizados entre 1986
y 2000, generalmente con tamafos de muestra pequefios, mientras que los datos
obtenidos con otros antidepresivos de nueva generacién, u otros tratamientos
farmacoldgicos, como PGB, son mas robustos, realizados con tamafios de muestra
mucho mayores en estudios disefiados para obtener la aprobacion terapéutica, y mas
actuales. Esto es muy importante ya que los disefios de los estudios han mejorado
considerablemente a lo largo de los afios a medida que se ha incrementado la
aplicacion de una metodologia cientifica rigurosa (Moret y Briley, 2006; Hauser et al.,

2014; Chinn et al., 2016).

1.6.2.3.2 Inhibidores selectivos de la recaptacion de serotonina (SSRIs):

De este grupo de antidepresivos, los mas estudiados para el FMS han sido citalopram,
escitalopram, fluoxetina, paroxetina y sertralina. Los resultados de los pocos ensayos
gue se han realizado con SSRIs no han sido tan prometedores como con los SNRIs o
TCAs. El citalopram y el escitalopram no han mostrado resultados significativos en su
efecto analgésico; por otra parte, y sorprendentemente, la paroxetina ha mostrado
eficacia en reducir significativamente los trastornos del suefo y el estado de animo,
pero no reduce el dolor musculoesquelético generalizado de forma significativa
(Patkaar et al., 2007; Calandre et al., 2015). Sin embargo, la fluoxetina si ha mostrado
mejoras significativas en el dolor, la fatiga y los trastornos depresivos, pero sélo a una
dosis mayor que la dosis estandar (hasta 80 mg) (Arnold et al., 2002).

A pesar de ello, diversos autores han concluido que, en general, no hay resultados
robustos que sugieran que los SSRIs sean efectivos en el tratamiento del dolor, la fatiga

o los trastornos del suefio. La nueva revision realizada por el EULAR en 2017 clasifica a
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los SSRIs de baja efectividad en FMS por su falta de eficacia frente a la sintomatologia

comoérbida (Chinn et al., 2016; Macfarlane et al., 2017).

1.6.2.3.3 Inhibidores de la recaptacion de serotonina y noradrenalina (SNRIs)

Una revision de la literatura muestra que los inhibidores de la recaptaciéon de
serotonina que poseen un componente noradrenérgico parecen ser mas eficaces en el
alivio de los sintomas del FMS (Arnold, 2006; Lunn et al., 2014; Palmer et al., 2010). En
particular, la duloxetina y el milnacipran son, a la vez, fdrmacos representativos dentro
de esta clase y farmacos aprobados por la FDA para el tratamiento del FMS.

La duloxetina es un inhibidor selectivo de la recaptacidn de serotonina y noradrenalina
con una robusta eficacia en el tratamiento de la depresién mayor (Pérez-Cajaraville y
Gil-Aldea, 2006), que ha aportado perspectiva al tratamiento del dolor neuropatico
(Snedecor et al.,, 2013; Le Cudennec y Castagné, 2014). La duloxetina tiene poca o
ninguna afinidad por receptores serotoninérgicos, noradrenérgicos, acetilcolinérgicos,
dopaminérgicos, histaminérgicos, o incluso opioidégicos, ni tampoco para los canales
idnicos, incluidos los canales de sodio (Bymaster et al., 2001). Se ha mostrado eficaz en
revertir la alodinia mecdnica en modelos de dolor neuropatico y de dolor persistente
en ratas (lyengar et al.,2004; Le Cudennec y Castagné, 2014). El tratamiento del FMS
con duloxetina, a corto plazo (hasta 12 semanas) y a largo plazo (hasta 28 semanas),
aunque no muestra efecto significativo a 20-30 mg/dia, ha mostrado mejoria
significativa en los niveles de dolor y en los sintomas depresivos a dosis de 60-120
mg/dia. No ha mostrado efecto sobre los niveles de fatiga, y los resultados referentes a
trastornos del suefio no son concluyentes. Es uno de los farmacos autorizados por el
EULAR, la FDA y otros sistemas médicos en el tratamiento del FMS; aunque, por
supuesto, en la actualidad se estipula que el tratamiento combinado con otros
farmacos, como la PGB, seria mas apropiado (Roskell et al., 2011; Chinn et al., 2016;
Gilron et al., 2016; Macfarlane et al., 2017).

Por otra parte, en lo referente al milnacipran, hay resultados robustos que evidencian
gue tras un tratamiento a largo plazo los pacientes de FMS experimentan una

reduccion del dolor del 30%, pero los resultados sobre la fatiga son muy leves y no hay
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resultados referentes a trastornos del suefio. Las dosis efectivas se encuentran entre

100-200 mg/dia (Roskell et al., 2011; Chinn et al., 2016; Macfarlane 2017).

1.7 Investigacion basica en el sindrome de fibromialgia

Con todo lo expuesto anteriormente se hace evidente la necesidad de avanzar en el
conocimiento de este sindrome, tanto en lo referente a su etiopatogenia como en el
desarrollo de un tratamiento que aborde el mayor numero posible de sintomas
comoérbidos. La investigacion basica necesaria para ello se ha estado viendo frenada
porque todavia no existen modelos animales de FMS completamente validados (Sluka,

2009; Nagakura et al., 2009; DeSantana et al., 2013).

1.7.1 Modelos animales de FMS

Es evidente que el animal de laboratorio es una de las piezas fundamentales en las
ciencias biomédicas. Son usados como modelos para investigar y comprender las
causas, diagnostico y tratamiento de enfermedades que afectan tanto al ser humano
como a los propios animales. Asimismo, también son importantes sus aportes en la
docencia bioldgica y en el desarrollo, produccion 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).

Bien es verdad que, ademas de las cuestiones de caracter ético y moral, el principal
inconveniente de la experimentacién en animales es su incapacidad para comunicar
verbalmente sus experiencias subjetivas, y que los constructos humanos como
sensaciones y sentimientos deben ser inferidos a través del registro y andlisis de su
conducta observable; sin embargo, las ventajas que plantea la utilizacién de modelos
animales de una enfermedad superan a los inconvenientes, puesto que 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 y aumenta la objetividad del estudio (Belzung y Lemoine,
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2011; Cryan y Sweeney, 2011; Green et al., 2012; Mogil et al., 2010; Nestler y Hyman,
2010).

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. Varios de los modelos animales propuestos hasta la fecha implican la
induccion de dolor muscular significativo por inyeccién intramuscular de sustancias
tales como carreginina (Kehl et al., 2000), acido salino (Sluka et al., 2001), factor de
necrosis tumoral (Schéfers et al., 2003) e incluso 4cido clorhidrico (Furuta et al., 2012).
Otros modelos animales de FMS también han intentado producir dolor muscular
mediante técnicas alternativas a la inyeccion intramuscular de agentes irritantes, como
la induccién de un estrés producido por natacién forzada en ratas (Suarez-Roca et al.,
2006), por la exposicidon a sonidos estresantes impredecibles (Green et al., 2011) o
mediante estrés por frio intermitente (Nishiyoriy Ueda, 2008). El problema es que
todos estos modelos tratan de producir un sintoma que arrastre a la sintomatologia
comoérbida, pero entre ellos no hay ninguno que busque un punto en comun en el SNC

y que haga aparecer toda la sintomatologia a la vez.

1.7.2 Modelo de fibromialgia inducido por reserpina

El modelo mas convincente de entre todos los existentes es el introducido por el grupo
de Nagakura en 2009. Este grupo describié un modelo de FMS en rata mediante la
inyeccién subcutanea de reserpina, un farmaco que disminuye severamente los niveles
de las aminas biogénicas (noradrenalina, dopamina y serotonina) en el SNC al impedir
su traslado vesicular en la sinapsis por el bloqueo permanente de los receptores V-
MAT de las vesiculas de liberacion sinaptica (Nagakura et al., 2009; Oe et al., 2010).

Las ratas sujetas a este modelo, tras la administracién de 1 mg/kg de reserpina al dia
durante tres dias seguidos, mostraron hiperalgesia mecanica muscular, alodinia tactil,
sintomas depresivos y alteraciones del suefio (Nagakura et al., 2009; Qe et al., 2010;
Blasco-Serra et al., 2015; Blasco-Serra et al., under review). El modelo recibio criticas
fundadas, en parte, a la falta de estandarizacién de la metodologia (entre otros), lo
gue lo hizo pasar desapercibido durante unos afios (Munro, 2010); sin embargo,

estudios posteriores que han apoyado este modelo animal han ayudado a que el
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modelo de FMS inducido por reserpina contribuya a una mejor comprension de la
fisiopatologia del FMS y se espera que contribuya a la evaluacion de farmacos,
especialmente aquellos que se centren en la modulacion de los sistemas de aminas
biogénicas (Blasco-Serra et al., 2015; Zhang et al., 2016; Wells et al., 2017).

Nuestro grupo de investigacién ha evidenciado recientemente que las ratas a las que
se les administra reserpina siguiendo el modelo descrito por Nagakura y sus
colaboradores en 2009 presentan alteraciones en los patrones de suefio que coinciden
parcialmente con las descritas en pacientes con FMS en términos de pérdida de
arquitectura normal de suefio, intrusiones de onda rdpida en suefio no-REM 'y
aumento de la actividad motora durante el suefio, entre otros. Los hallazgos
electrofisioldgicos de este estudio también evidencian una disminucién del nimero de
spindles durante el suefio de ondas lentas de las ratas sometidas a este modelo, lo que
también sugiere la presencia de alteraciones cognitivas y de consolidacion de la
memoria (las cuales también estan presentes en pacientes de FMS) (Blasco-Serra et al.,

under review).

1.7.2.1 Reserpina: Mecanismo de accion

La reserpina (metil-11,17a-dimetoxi-18B-[(3,4,5-trimetobenzoilo)  oxy]-3B,20a-
yohimban-16B-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, éter, cloruro de metileno y acido acético glacial. Es estable en condiciones
normales de almacenamiento, pero estd sujeto a oxidacion e hidrdlisis. (National
Toxicology Program, 2011).

Clasicamente se ha utilizado para reducir la presion arterial y la frecuencia cardiaca,
como tranquilizante y sedante, como agente radioprotector y experimentalmente
como anticonceptivo en humanos (Nakayama y Nakamura, 1978; Chan y Tang, 1984).
Los extractos de Rauwolfia serpentina se han utilizado como medicina en la India
durante siglos para una variedad de condiciones, incluyendo mordeduras de serpiente,
hipertension, insomnio y locura. La reserpina también se ha utilizado como

tranquilizante y sedante en piensos para animales (IARC, 1976).
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Figura 1.7.2.1.1: Estructura quimica de la reserpina. Tomado del National Toxicology
Program, 2011.

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). Todo esto genera la
destruccién de dichas vesiculas, de modo que los terminales no pueden concentrar o
almacenar serotonina, noradrenalina o dopamina, produciéndose una acumulacién de
aminas en el citosol, las cuales se degradardn mediante enzimas tipo MAO
(monoamina 02 oxidoreductasa, EC 1.4.3.4) (Lee et al., 2015; Maldonado y Maeyama,
2015). El resultado final es una deplecion de monoaminas en el sistema nervioso
central y en el sistema nervioso simpatico (Antkiewicz-Michaluk et al. 2015; Lee et al.,
2015).

Dada su accidn sobre las aminas bidgenas, la reserpina se utiliza en la actualidad para
crear modelos animales de enfermedades caracterizadas por déficits de monoaminas
(Parkinson, modelo farmacolégico de depresion), asi como para estudiar el efecto de
farmacos destinados a modular sistemas de los que el sistema monoaminérgico es
responsable (Kaneko et al., 2014; Ledo et al., 2015; Minor y Hanff, 2015, Maldonado y
Maeyama, 2015; Wang et al., 2014).

Debido al papel que las monoaminas juegan en la patofisiologia de esta enfermedad y
el papel que ejercen en el procesamiento supramedular del dolor y la analgesia
(Elhwuegi, 2004; Yunus, 2007; Kindler et al., 2011; Petersel et al.,, 2011; Phillips vy

Clauw, 2011; Hamon y Blier, 2013 ; Parent et al., 2015), el uso de la reserpina en el
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estudio del dolor esta aportando informacidn 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).

1.7.2.2 La importancia del modelo

Como ya hemos subrayado con anterioridad, durante la ultima década tanto la
investigacion neurobioldgica basica como estudios clinicos han expuesto que las
monoaminas (5-HT, DA y NA) desempefian un papel crucial en el desarrollo del FMS
(Legangneux et al., 2001; Petersel et al., 2011); en ello radica la importancia de que
exista un modelo animal que se base en la deplecién monoaminérgica para acercarse a
la patofisiologia del FMS, y esto se ha conseguido gracias al modelo de Nagakura
(Nagakura et al., 2009; Oe et al., 2010).

El modelo de FMS inducido por reserpina en rata presenta validez aparente (similitud
de sintomas entre el modelo y el trastorno en humanos: dolor muscular, alodinia,
sintomas comérbidos como depresion y trastornos del suefio), validez de constructo
(las ratas no muestran sintomas fisicos aparentes y se observa una disminucién a nivel
central de las aminas bioldgicas) y validez predictiva (se ha observado una similitud en
la respuesta al tratamiento) (Nagakura et al., 2009;).

Sin embargo, aun queda trabajo por hacer. Uno de los siguientes pasos en la
aportacién de validez al modelo es la prueba de los tratamientos farmacolégicos
actuales, de una forma metodoldgicamente correcta y estandarizada, para dar asi paso
a la investigacion con nuevos farmacos y a las sinergias entre ellos (Murai et al., 2015;

Favero et al., 2017; Shibrya et al., 2017).
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2.1. Planteamiento del problema

El Sindrome de fibromialgia (FMS) es una enfermedad compleja caracterizada por
dolor musculoesquelético crénico generalizado asociado a sintomatologia comdrbida
(fatiga intensa, trastornos del estado de animo, suefio no reparador y deterioro
cognitivo, entre otros) sin ningiin dafio o anormalidad tisular real que explique la causa
del dolor. El desarrollo de unos nuevos criterios diagndsticos mas especificos para la
clasificaciéon del FMS y el reciente incremento en la investigacion de este sindrome
estan ayudando a una mejor caracterizaciéon y diagndstico de la enfermedad. Sin
embargo, y aunque en los ultimos afios se han hecho importantes avances en el
manejo de estos pacientes, no se consigue alcanzar, con los tratamientos existentes en
la actualidad, un grado de satisfaccion similar al de los tratamientos de otras
patologias que igualmente repercuten de forma importante en la calidad de vida y, por
consiguiente, en la economia y el sistema de bienestar de nuestra sociedad.

La falta de comprensién de la patogénesis del FMS dificulta la investigacién del
desarrollo de nuevos tratamientos satisfactorios. Mejorar nuestro conocimiento sobre
los mecanismos subyacentes en el origen y mantenimiento de los sintomas expresados
en FMS es critico para desarrollar estrategias terapéuticas mas especificas y efectivas
para tratar esta afeccién. Es 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
cuestiéon 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

La mayor parte de la investigacidn sobre la patogénesis de la FMS se dirige hoy en dia a
la investigacion del papel de los sistemas monoaminérgicos en los sintomas
relacionados con el procesamiento del dolor, la regulacidon del suefio y el estado de
animo que sufren estos pacientes. Siguiendo esta linea, el grupo de Nagakura et al.
describeron en 2009 un modelo novedoso de FMS en rata basado en la deplecién de

monoaminas centrales tras la administracion repetida de reserpina. Este modelo no
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s6lo muestra una disminucién en los umbrales del dolor, sino que también reproduce
sintomatologia depresiva.

Sin embargo, este modelo recibid severas criticas por aspectos metodoldgicos que
cuestionan, precisamente, la supuesta reproduccion de los sintomas comdérbidos; hoy
en dia, diferentes grupos de investigacion han apotrado validez a este modelo
aumentando la experimentacidn y evidenciando que, en efecto, reproduce no sélo
dolor musculoesquelético generalizado, sino también reproduce diversos aspectos de
la sintomatologia comérbida, como sintomas depresivos y alteraciones del suefio.

El presente trabajo es una continuaciéon de los esfuerzos de nuestro grupo de
investigacion en aportar validez al modelo de FMS inducido por reserpina. Aunque no
existen en la literatura estudios similares al presentado en este trabajo, existen
suficientes indicios para que podamos sostener la hipdtesis de que el tratamiento con
farmacos utilizados actualmente en humanos con FMS producira en los animales
sometidos al modelo de FMS inducida por reserpina una mejora de la sintomatologia
similar a la descrita en pacientes humanos. Los farmacos seleccionados, la pregabalina
y la duloxetina, actualmente son la primera linea de terapia farmacolégica en
pacientes con FMS en las unidades del dolor del Hospital Clinico Universitario de
Valencia y del Hospital General de Valencia, entre otros.

Por otra parte, nuestro equipo de investigacion describid en estudios previos una
alteracion en los patrones de activacion de Locus Coeruleus (LC) tras la administraciéon
de reserpina. Dada la relevancia que el sistema noradrenérgico tiene en la regulacién
tanto de las vias ascendentes y descendentes del procesamiento del dolor como en Ila
regulacién del estado de animo, y puesto que en el modelo de FMS inducido por
reserpina encontramos alteraciones en ambos sistemas, en este trabajo de tesis
hemos realizado un analisis de la modificacidon de los patrones de activacién de los
principales centros noradrenérgicos encefdlicos (A5, A6 (LC) y A7) en diferentes
momentos temporales tras la administracion de reserpina. Asimismo, hemos analizado
la activacién del asta dorsal de la médula espinal y su relaciéon con la activacién de
dichos centros noradrenérgicos tras la aplicacion de un dolor inflamatorio en los
animales tratados con reserpina. Por otro lado, se ha realizado una caracterizacion de
las neuronas activadas para comprobar si son de naturaleza noradrenérgica. Existen

suficientes indicios para que podamos sostener la hipdtesis de que los cambios en los
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patrones de activacién observados en estos nucleos son debidos a alteraciones en las
neuronas noradrenérgicas, causados por la acciéon de la reserpina. Esto, a su vez,
aportaria pruebas a la hipdtesis de que el FMS tiene una fuerte relacidn con el sistema
monaminérgico, y de que el LC participa tanto en las alteraciones en la percepcion del

dolor como en el estado de animo en el FMS.

2.2 Hipdtesis de trabajo

Nuestra hipdtesis de trabajo sostiene que el modelo de FMS inducido por reserpina en
rata descrito por Nagakura et al. en 2009 es un modelo vdlido para reproducir en
animales las mejoras de los sintomas predominantes de este sindrome debidas a los
tratamientos farmacoldgicos prescritos en pacientes humanos.

Por tanto, si nuestra hipdtesis resulta cierta, las ratas a las que administremos
pregabalina o duloxetina tras la administracién subcutanea de 1mg/kg de reserpina
durante tres dias consecutivos, presentardn un aumento en los umbrales de dolor y
una mejora de la sintomatologia depresiva con respecto a las tratadas con placebo.

Por otra parte, a raiz de haber encontrado en anteriores estudios una modificacion del
patron de activacion en Locus Coeruleus tras la implantacion del modelo sin
administracion de farmacos, postulamos la hipdtesis de que las neuronas que
modifican su patrén de activacion son noradrenérgicas. Por tanto, si nuestra hipdtesis
fuese cierta, al caracterizar los nucleos Locus Coeruleus (A6), A5 y A7), las neuronas
noradrenérgicas que estan modificando los patrones de activacion aparecerian
marcadas con tirosin hidroxilasa. Por otro lado, la aplicacién de formalina en ratas
tratadas con reserpina alterard la activaciéon del asta dorsal de la médula espinal, y
modificard el patrén de activacion de los centros noradrenérgicos, ya modificado por el

efecto de la reserpina.
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2.3 Objetivos

2.3.1 Objetivo General

El objetivo general de nuestro estudio es aportar validez robusta al modelo de FMS
inducido por reserpina en rata propuesto por Nagakura et al. en 2009. Para ello
utilizaremos los tratamientos farmacoldgicos que se usan en pacientes humanos, la
pregabalina y la duloxetina, y comprobaremos su eficacia tanto sobre los umbrales de
dolor como sobre el estado de animo.

El objetivo secundario es caracterizar las neuronas que estan modificando los patrones
de activacion de Locus Coeruleus y areas A7 y A5 en el modelo de FMS inducido por
reserpina en rata sin tratamiento farmacolégicos, y observar su evolucion con el paso
del tiempo desde la administracién de reserpina y tras la aplicacion de un dolor

inflamatorio.

2.3.2 Objetivos especificos

Los objetivos especificos se pueden concretar de la siguiente manera:

1. Estudiar el efecto de la duloxetina y la pregabalina sobre los umbrales de dolor.
Empleando los tests conductuales Electrovonfrey Test para alodinia tactil, y el Randall
and Selitto Test para la hiperalgesia mecdnica, comprobar si los tratamientos
farmacoldgicos con duloxetina o con pregabalina, en dosis aguda o tras un tratamiento
cronico de 14-15 dias, mejoran las alteraciones encontradas en los umbrales del dolor
tras la implantacion del modelo de FMS inducido por reserpina en rata y compararlo

con el tratamiento con vehiculo.

2. Estudiar el efecto de la duloxetina y la pregabalina sobre la sintomatologia
depresiva. Empleando el Forced Swimming Test y una adaptacion del Novelty-
Suppressed Feeding Test, comprobar el efecto de ambos farmacos, duloxetina y
pregabalina, en el modelo de FMS inducido por reserpina en rata y comparar los

efectos con un tratamiento placebo.
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3. Caracterizar las neuronas que alteran los patrones de activacién de Locus Coeruleus
y areas A5 y A7 tras la implantacion del modelo de FMS inducido por reserpina en rata
en diferentes momentos temporales sin tratamiento farmacoldgico. Realizaremos esto
mediante técnicas de inmunofluorescencia de colocalizacion del gen de expresién

temprana c-fos y Tirosina-Hidroxilasa.

4. Estudiar si la aplicacién de un dolor inflamatorio (test de formalina) tras la
implantacion del modelo de FMS inducido por reserpina modifica los patrones de
activacion de los centros Locus Coeruleus, A5 y A7. Caracterizar la naturaleza de las
neuronas que modifican su patrén de activacion. Realizaremos esto mediante técnicas
de inmunofluorescencia de colocalizacién del gen de expresidn temprana c-fos y

Tirosina-Hidroxilasa.

5. Estudiar el patréon de activacion medular con dolor existente mediante técnicas de
inmunofluorescencia para la deteccién del gen de expresién temprana c-fos en

diferentes momentos del tiempo sin tratamiento farmacoldgico.
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3.1 Animales de experimentacidn

3.1.1 Condiciones ambientales y de estabulacién

Se utilizaron un total de 128 ratas macho de la cepa Sprague-Dawley (Janvier Labs, Saint
Berthevin, France), con un peso de 300 + 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 Investigacién de la Universidad de Valencia. Se mantuvieron con ciclo
controlado de 12 horas luz- 12 horas oscuridad, una temperatura de 222C £ 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, Envigo); los animales
destinados a la prueba conductual Novelty Supressed-feeding test siguieron un

protocolo de deprivacién, detallado en el apartado 3.4.2.2.

3.1.2 Consideraciones éticas

Los animales fueron estabulados, sometidos al procedimiento experimental vy
sacrificados segln el RD 53/2013 sobre “proteccidon 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 Universitat de Valéncia y de la IASP (Zimmermann, 1983) para el
estudio de dolor en animales conscientes. (NUmeros de autorizacién de procedimientos
aprobados por el comité ético de la Universitat de Valéncia (A1359998202530;
A1379366948779; A1385127985666).
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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 pudiesen 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 registrd cualquier otro tipo de dolor que pudiesen 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

sodico.

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) Mutilacién parcial de la pata trasera derecha tras la constriccién del nervio cidtico.
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Para establecer el criterio de punto final de los animales, se empled el protocolo de

Morton y Griffiths (1985) (Tabla 3.1.3.1).

PROTOCOLO DE SUPERVISION

Variables a considerar y puntuacién
Normal (no hay pérdida de peso o el animal crece
normalmente) 0
Peérdida de peso inferior al 10% 1
Pérdida de peso , P , y
Pérdida de peso entre el 10 y 20%. Posible alteracion en el
(de0a3) aspecto o cantidad de las heces. 2
Pérdida de peso superior al 20%. El animal no consume
agua ni alimento. 3
Normal
Aspecto Pelo en mal estado 1
Pelc en mal estade ylo presencia de secreciones
(de0Da3) yio P
oculares o nasales 2
Postura anormal 3
Normal 0
Comportamiento Pequefos cambios 1
Inactividad 2
espontaneo o o )
Automutilacion, vocalizaciones anormales, animales
(de0a3) muy inguietos o inmoviles. 3
Comportamiento |Normal 0
en respuesta a la | Cambios pequedios 1
Cambios moderados 2
manipulacién
Animal agresivo o comatoso 3
(de0a3)
Normal 0
Constantes Pequeiios cambios 1
Cambios en la temperatura corporal de 1-2°C,
vitales pe P
incremento del 30% en frecuencia cardiaca o respiratoria 2
(de0a3) Cambios en la temperatura corporal >2°C, incremento
del 50% en frecuencia cardiaca o respiratoria 3
PUNTUACION TOTAL ..ottt eeesteien e see e d@ 0 @ 20

HNota: cuando un animal obtiene una puntuacién de 3 en mas de un parimetro, todos los “3" pasan a “4".

Las medidas correctoras sugeridas en funcién de la puntuacién obtenida para cada animal son las sigulentes:

de 0-4 Nomal

de 5-9 Supervisar culdadosamente (2 analgésicos?)
da 10-14 Sufrimiento intenso. Analgésicos (Jeutanasia?)
de 15-20 Eutanasia (suprimir el procedimiento?)

Tabla 3.1.3.1: Protocolo de supervision de Morton y Griffiths publicado en 1985
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Ademas de los items descritos en el protocolo de Morton y Griffiths (1985), se controld
el lugar de la inyeccion subcutdnea de reserpina, ya que por la naturaleza de la reserpina
y su presentacion debia disolverse en una solucidén de agua destilada con acido acético
glacial al 0,5% para ser administrada, y ésta pequena concentracion de acido acético
podria ocasionar irritacion. La valoracion 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 pequefia Ulcera (<5mm de didmetro);

3- el lugar de la inyeccién presenta mas de una ulcera o una de mas de 5mm de

didmetro.
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 puntuacioén 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 e Investigacién Operativa de la Facultad de CC.
Matematicas de la Universitat de Valéncia, la determinacion 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 conductuales

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 21 ratas macho. A todas ellas se les administré 1mg/kg al dia de reserpina
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durante tres dias consecutivos para inducirles el modelo de FMS siguiendo el
procedimiento descrito por Nagakura et al. 2009. De las 21 ratas, 4 fueron tratadas con
placebo (Vehiculo, VEH, el cual fue agua comun); 11 fueron tratadas con duloxetina
(DUL), y 6 fueron tratadas con pregabalina (PGB).

Para el estudio de los umbrales de dolor mediante el Randall and Selitto Test se
emplearon un total de 21 ratas macho. A todas ellas se les administré 1mg/kg al dia de
reserpina durante tres dias consecutivos para inducirles el modelo de FMS siguiendo el
procedimiento descrito por Nagakura et al. 2009. De las 21 ratas, 4 fueron tratadas con
placebo (Vehiculo, VEH, el cual fue agua comun); 11 fueron tratadas con duloxetina

(DUL), y 6 fueron tratadas con pregabalina (PGB).

3.1.4.1.2. 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 24 ratas macho. A todas ellas se les administré 1mg/kg al dia de
reserpina durante tres dias consecutivos para inducirles el modelo de FMS siguiendo el
procedimiento descrito por Nagakura et al. 2009. Tras la administracién de reserpina,
los 24 animales fueron distribuidos en tres condiciones experimentales: 9 recibieron un
tratamiento placebo (Vehiculo, VEH, el cual fue agua comun); 8 fueron tratados con
duloxetina (DUL), y 7 fueron tratadas con pregabalina (PGB).

Para el estudio de los sintomas depresivos mediante el Novelty- Suppressed Feeding
Test se emplearon un total de 22 ratas macho. A todas ellas se les administré 1mg/kg
al dia de reserpina durante tres dias consecutivos para inducirles el modelo de FMS
siguiendo el procedimiento descrito por Nagakura et al. 2009. Tras la administracién de
reserpina, los 24 animales fueron distribuidos en tres condiciones experimentales: 7
recibieron un tratamiento placebo (Vehiculo, VEH, el cual fue agua comun); 7 fueron

tratados con duloxetina (DUL), y 8 fueron tratados con pregabalina (PGB).
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3.1.4.1.3. Resumen de la casuistica de los estudios conductuales

Tabla 3.1.4.1.3.1: Resumen de la casuistica del estudio conductual.

3.1.4.2. Animales para el estudio de inmunofluorescencia

Para el estudio mediante inmunofluorescencia se emplearon 40 ratas. Todos los
animales recibieron 1 mg/kg de reserpina al dia durante 3 dias consecutivos, siguiendo
el procedimiento descrito por Nagakura et al. Posteriormente, los animales fueron
clasificados en 6 condiciones experimentales de la siguiente forma:

-Condicién 1 (6 ratas): Reserpina 6 horas (RES-FOS-6H). Este grupo de animales fue
perfundido a las 6 horas de la tercera administracién de reserpina.

-Condicién 2 (6 ratas): Reserpina 5 dias (RES-FOS-5D). Este grupo experimental fue
perfundido a los 5 dias de la tercera administracion de reserpina.

-Condicién 3 (7 ratas): Reserpina 15 dias (RES-FOS-15D). Este grupo experimental fue
perfundido a los 15 dias de la tercera administracion de reserpina.

-Condicién 4 (6 ratas): Reserpina 6 horas + Formalin test (RES-FOS-FT-6H). A este grupo
de animales se les realizd el test de la formalina 2 horas antes de ser perfundidos, es
decir, a las 4 horas de la tercera administracion de reserpina.

-Condicién 5 (8 ratas): Reserpina 5 dias + Formalin test (RES-FOS-FT-5D). A este grupo se
les realizé el test de la formalina a los 5 dias de la tercera administracidén de reserpina, y

fueron perfundidos 2 horas después de la realizacién del test.
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-Condicién 6 (7 ratas): Reserpina 15 dias + Formalin test (RES-FOS-FT-15D). A este grupo
se les realizd el test de la formalina a los 15 dias de la tercera administracion de

reserpina, y fueron perfundidos 2 horas después de la realizacion del test.

3.1.4.2.1. Resumen de la casuistica del estudio de inmunofluorescencia

N2 ANIMALES

N 00 O N o o

Y
o

Tabla 3.1.4.2.1.1: Resumen de la casuistica del estudio de inmunofluorescencia.

3.2 Habituacién y Handling

En los cinco primeros dias de todos los procedimientos realizados se sometié a los
animales a un periodo de habituacién al entorno, al investigador y a las maniobras que
se le iban a realizar durante el procedimiento experimental, con el objetivo de disminuir
el malestar de la rata durante el mismo, asi como disminuir el error que pudiese
introducir en nuestros resultados la respuesta de estrés (Schmitt y Hiemke, 1998; Butler
y Finn, 2009; Yilmaz et al., 2010). Este periodo de habituacién difiere en los distintos
procedimientos, ya que en cada experimento se debe habituar a los aparatos vy
maniobras concretas para cada test. En cualquier caso, para todos los animales el inicio
de la habituacion fue el mismo. En primer lugar, se transporté al animal a la sala de
experimentacion, 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
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contacto y a la manipulacion e inmovilizacién por parte del investigador.

Figura 3.2.1: Habituacién a las maniobras de inmovilizacién para la administracidn de farmacos, por via
oral (A) e intraperitoneal (B).

3.2.1. Habituacién 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 condicidon experimental. El

proceso total de habituacion por dia para cada rata fue de unos 30 minutos.

3.2.1.1. Habituacion al Electrovofrey Test

A los animales del grupo que fueron sometidos al test Electrovonfrey 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).
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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 test Randall and Selitto 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 3.2.1.1: Habituacion a los test de conducta. Habituacion para el Randall and Selitto Test; la rata se
encuentra inmdvil 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 depresidn la novedad al entorno de experimentacion es clave, por
ello, la habituacidn se realizé a la manipulaciéon por parte del investigador y a la
inmovilizaciéon requerida tanto para la administraciéon de reserpina como para la
administracién de farmaco/vehiculo, pero no se expuso al animal en ningin momento
previo al test ni al campo abierto utilizado en el Novelty-Supppresed Feeding Test ni al
cilindro con agua utilizado en el Forced Swiming Test. El proceso total de habituacién

por dia para cada animal fue de 20 minutos.

3.2.3. Habituacién para el estudio de inmunofluorescencia

Los animales empleados para el estudio de inmunofluorescencia fueron habituados al
entorno de experimentacién y a las manipulaciones e inmovilizaciones por parte del
investigador para la inoculacidon de reserpina. El periodo total de habituacidn en este

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

3.3. Administracion de reserpina

Después del proceso de habituacidn, se administrd una inyeccién subcutanea de 1mg/kg
de reserpina una vez al dia durante tres dias consecutivos (Nagakura et al., 2009) a cada

uno de los grupos experimentales.

3.3.1 Preparacion de la reserpina

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.
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3.4 Administracidon de farmacos

En el estudio empleamos la duloxetina en forma comercial, en cdpsulas de 60 mg
(Cymbalta®, Eli Lilly and Company, California). Para la administracion de la duloxetina,
las cdpsulas fueron disueltas en agua, y la mezcla administrada estaba a una
concentracién de 6mg/ml. La pregabalina también fue usada en su forma comercial, en
capsulas de 150 mg (Lyrica®, Pfizer, Madrid). Para su administracion, las cdpsulas de
pregabalina fueron disueltas en agua, en una disolucién de 7,5 mg/ml de pregabalina.
Las disoluciones de los farmacos se prepararon cada dia. La dosis de eleccion de cada
farmaco fue estipulada por la literatura consultada, siendo establecida en 30 mg/kg
diarios para cada farmaco (Kaygisiz et al., 2015; Shibrya et al., 2017), administrados en

una unica dosis.

La administracion de duloxetina (DUL), pregabalina (PGB) o vehiculo (agua, VEH) se
realizé por via oral mediante una cdnula gastroesofagica curvada de acero con la punta

redondeada, del calibre 16 y 75 mm de largo (Fine Science Tools).

28 hard gastro-resistant capsules

Lvnch .
150mg PREGABALINA
Cépsulas

401 03P

ViA ORAL
28 Cépsuias

dulorelne

LYRIC ca .
75mg PREGABALINA

»»»»»

Figura 3.4.1: Forma comercial empleada de la duloxetina (Cymbalta®) y de la pregabalina (Lyrica®).
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3.5 Procedimientos experimentales

Todos los animales sin excepcidn pasaron por un proceso de habituacién de 5 dias
seguido por un proceso de reserpinizaciéon de 3 dias (inyeccidn subcutanea de 1mg/kg
diaria, descrito por el grupo de Nagakura en 2009). Finalizado estos 8 dias y una vez al
animal se le ha implantado el modelo de FMS inducido por reserpina, se inician los

procedimientos concretos para cada objetivo.

3.5.1. 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 grado la administracion de reserpina altera los umbrales
de dolor en cada rata especificamente. Este dato es el resultado de calcular la media de
dos medidas realizadas en las mismas condiciones en dos dias consecutivos, los dos
ultimos dias del periodo de habituacién. Cada medida consté de la media de tres
mediciones, tomadas con un intervalo interestimulo de 30 segundos, para asi reducir el
error tipico producido tanto por el humano como por el margen de error del

instrumental.

Tras la administracién de reserpina, los umbrales de dolor se midieron para ambos test
losdias1,3,5,7,9,11, 13 y 15 posteriores a la Ultima administracion de reserpina, que
se corresponden con los dias del 9 al 23 del estudio. La primera medida evalud el efecto

agudo del farmaco, al tomarse 2 horas después de la primera administracion.

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

manipulacién realizada durante los test alteraria la expresién de marcadores.

EvA M. GONZALEZ SOLER TESIS DOCTORAL



MATERIAL Y METODOS 91

En la figura 3.5.1.1 se esquematiza la evolucién cronolégica de estos procedimientos.

ELECTROVONFREY TEST + RANDALL AND SELITTO TEST

DIAS 1-5

HABITUACION

DIAS 6-8

RESERPINIZACION

TRATAMIENTO CON FARMACO/VEHICULO DiAS 9-23
VEHfCULO, DULOXETINA O PREGABALINA
REGISTRO LOS DIAS 9,11,13,15,17,19,21,23

O

SACRIFICIO DiA 23

Figura 3.5.1.1: Cronograma del estudio de los umbrales de dolor mediante
Electrovonfrey test y Randall and Selitto.

3.5.1.1 Electrovonfrey Test

Empleamos el Electronic Von Frey Test (Electrovonfrey-EVF) para evaluar la alodinia
tactil. Cada animal fue colocado sobre un suelo de rejilla elevado, dentro de un cilindro
de metacrilato trasparente de 20 cm de diametro y 30 cm de altura. Mediante el uso del
instrumento electrénico de Von Frey (Electrovonfrey, model n2: 2290, IITC Inc.
Woodland Hills, CA), el cual consiste en un transductor de fuerza que tiene acoplado una

punta rigida de 0.8 mm de didmetro, ejercimos una presion creciente sobre la planta de
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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 medicién (Figura 3.5.1.1.1).

Figura 3.5.1.1.1: (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.

3.5.1.2. Randall and Selitto Test

Empleamos el Randall and Selitto Test adaptado para evaluar sintomas de hiperalgesia
mecdnica muscular. Para la realizacion 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 presidn 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 3.5.1.2.1).
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Figura 3.5.1.2.1: (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.

3.5.2 Estudio de sintomas depresivos

3.5.2.1. Forced Swimming Test

El Forced Swimming Test (FST) fue introducido por primera vez por Porsolt en 1979.
Afos después, en 1997, Lucki incorporod ciertas modificaciones adecuando el modelo a
los antidepresivos de nueva generacion. En el presente estudio, el FST se realizd
siguiendo las modificaciones propuestas por Lucki, recogidas por Slattery y Cryan en
2012 en un articulo en el que se detallan las indicaciones e instrucciones necesarias para

la correcta realizacién de esta prueba (Slattery y Cryan, 2012).

En los dias 4 y 5 posteriores a la ultima administracion de reserpina (dias 12 y 13 del
experimento), 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 24%2 2C durante 15 minutos. Tras el pretest, se le administré a cada
animal su correspondiente dosis de farmaco o vehiculo. Veinticuatro horas después, se
administré de nuevo una segunda dosis de farmaco o vehiculo, y tras dos horas de

espera necesarias para la absorcién del fdrmaco tras una administracion oral, se realizd
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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 2442 2C
para cada rata. Ambos procedimientos fueron grabados en video desde una visién

superior y otra lateral (Figura 3.5.2.1.1).

. ‘g. - v = . .

Figura 3.5.2.1.1: Visién lateral del Forced Swimming Test. De izquierda a derecha pueden verse
representadas las conductas de inmovilidad, escalar y nadar.

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, clasificdndola 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 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).
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La medida de conductas fue realizada por dos investigadores diferentes, empleando la
metodologia de ciego para la condicién 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%.

FORCED SWIMMING TEST

HABITUACION DIAS 1-5

RESERPINIZACION DIAS 6-8

DiA 12 Q

PRETEST
ADMINISTRACION DE VEHICULO, DULOXETINA O
PREGABALINA TRAS PRETEST

15°

TEST DiA 13
ADMINISTRACION DE VEHIC ULO, DULOXETINA O
PREGABALINA 2 HORAS ANTES TEST
(ADMINISTRACIdN ORAL)
i >
SACRIFICIO DIA 13

Figura 3.5.2.1.2: Cronograma del estudio de los sintomas depresivos a corto plazo mediante FST.
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3.5.2.2 Novelty-suppressed feeding test

A los grupos de animales destinados al NSFT se les alimentd con pellets estandar que
previamente habian sido sumergidos en una soluciéon 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 habituacién, pesandola todas las mafanas antes de empezar los

procedimientos (Blasco-Serra et al., 2015; Blasco et al., 2017).

Antes de la realizacion del test, los animales fueron sometidos a un periodo de
restriccion alimentaria, dividido en dos etapas. En la primera etapa (dias 11 y 12 de
administracion de farmaco, correspondientes a los dias 19 y 20 del experimento) la
comida fue reducida al 80% de la media del consumo registrado durante los cinco dias
de habituacién. En la segunda etapa (las 24 horas previas al test, dia 21 de experimento)
la comida fue reducida al 20% (Blasco-Serra et al., 2015; Blasco et al., 2017). 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, el cual se
renovaba para cada animal. En el centro de la caja se colocé una placa Petri sobre una
pequefiia plataforma blanca, donde se introdujeron pellets enriquecidos con sacarosa al
50%. El centro de la caja estuvo altamente iluminado (1.000 limenes), mientras que la
intensidad de luz en el perimetro del campo fue de 800 I[Umenes. El resto de la sala

permanecio a oscuras. Todo el procedimiento fue grabado en video (Figura 3.5.2.2.1).
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Figura 3.5.2.2.1: Novelty- Suppressed Feeding Test. La rata se colocé en una esquina del campo abierto
(a) al inicio del test. La rata se acerco a la plataforma central (b) y olié y tocd la comida (c) durante el
test. La prueba finaliz6 cuando comieron del centro por primera vez, o pasados 10 minutos si el animal
no come.

Las ratas fueron colocadas en una esquina del campo abierto y se registraron los
siguientes parametros: (1) veces por minuto que el animal se acercd a la comida (toco
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 establecié un tiempo maximo de 10
minutos por rata. Para controlar que las diferencias en el tiempo transcurrido hasta el
consumo de comida en el test entre los grupos experimentales eran debidas a la
presencia de sintomas depresivos y no a efectos directos de la reserpina sobre el apetito
de las ratas, después del episodio de consumo de comida, o en su defeco transcurridos
los 10 minutos, los animales fueron devueltos a sus jaulas y llevados a la sala de
estabulacién, donde inmediatamente se les proporcioné una racion controlada de
comida y se registraron dos parametros: (1) el tiempo que tardd el animal en empezar
acomer ensujaula, y (2) la cantidad de comida que el animal comié durante 10 minutos

posteriores al test (Blasco-Serra et al., 2015; Blasco et al., 2017).
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NOVELTY-SUPPRESSED FEEDING TEST

HABITUACION

RESERPINIZACION

TRATAMIENTO CON FARMACO/VEHICULO
VEHiCULO, DULOXETINA O PREGABALINA

PROTOCOLO DEPRIVACION COMIDA
DIA 19: 20%

DIA 20: 20%
DIA 21: 80%

NOVELTY-SUPPRESSED FEEDING TEST

SACRIFICIO

DIAS 1-5

DIAS 6-8

DIAS 19,20 Y 21

DiA 22 >

Figura 3.5.2.2.2: Cronograma del estudio de los sintomas depresivos a largo plazo mediante NSFT.
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3.5.3 Estudio de inmunofluorescencia

3.5.3.1. Perfusion

El procedimiento de perfusion se inicié con una sobredosis i.p. de pentobarbital sédico.
Se comenzaron las maniobras propias del proceso de perfusidon 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 isotdnico heparinizado (15000U1/1) seguido de
una solucién fijadora de paraformaldehido al 4%. Todo el proceso de anestesia y
perfusién en ningln caso sobrepasd 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).

3.5.3.2. Tratamiento del tejido tras su extraccion

Al finalizar la perfusién, el encéfalo y la porcién lumbar de la médula espinal fueron
extraidos y conservados a 42C en la misma solucién fijadora durante dos horas.
Transcurrido ese tiempo, las muestras se pasaron a una solucion crioprotectora a base
de sacarosa al 30% en PBS (Phosphate Buffered Saline), en la cual permanecieron hasta
gue 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 -172C hasta su utilizacién.

3.5.3.3 Colocalizacion por fluorescencia de c-fos y Tirosina Hidroxilasa (TH)

El estudio de la activacidén cerebral y su caracterizacidon anatomo-funcional se realizé
mediante una deteccion inmunohistoquimica fluorescente con doble marcaje. La
inmunodeteccién se efectud sobre el gen de expresidn temprana c-fos, y sobre la enzima
tirosina hidroxilasa, precursora del neurotransmisor noradrenalina, con el fin de

determinar si las neuronas fos-positivas eran de naturaleza noradrenérgica.
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El protocolo de inmunodeteccion fue realizado en free-floating. En primer lugar, se lavé
el tejido (tres lavados de cinco minutos a temperatura ambiente) con una solucion de
TBS 0.05M (tris buffer saline) con Triton X-100 al 0.1% para eliminar los restos de
sacarosa procedentes de la crioproteccion. Antes de la incubacidn de los anticuerpos
primarios, el tejido se mantuvo una hora a temperatura ambiente en una solucion de
bloqueo de TBS 0.05M con Tritén X-100 al 0.1%, 2% de BSA (bobine serum albumina) y
10% de NGS (normal goat serum). Para la incubacién de los anticuerpos primarios se
empled una solucién de TBS 0.05M con Triton X-100 al 0.1%, y 2% de NGS, a la que se le
afadieron los anticuerpos primarios guinea pig polyclonal anti-Fos 1:500 (226 004,
Synaptic Systems, Germany) y mouse monoclonal anti-Tyrosine Hidroxylase 1:5000
(T1299, Sigma-Aldrich, USA). El proceso de incubacion duré al menos 48 horas y se
mantuvo a 42C. Tras la incubacion de los anticuerpos primarios se realizaron tres lavados
de cinco minutos a temperatura ambiente con una soluciéon de TBS 0.05M vy Triton X-
100 al 0.1%, y se procedid al revelado. Los anticuerpos secundarios empleados fueron
Alexa Fluor 568 goat anti-guinea pig (A-11075, Thermo Fisher Scientific, USA) y Alexa
Fluor 488 goat anti-mouse (A-11029, Thermo Fisher Scientific, USA). Este paso se realizd
en TBS 0.05M y duré tres horas, mantenido a temperatura ambiente y en oscuridad. Al
finalizar el protocolo de inmunodeteccidn, el tejido fue lavado con TBS 0.05M, los cortes
se montaron secuenciados en porta objetos de cristal con tratamiento de polilisina
(Thermo Scientific, Braunschweig, Germany), y se cubrieron con Vectashield Mounting
medium for fluorescence with DAPI (H-1200, Vector Laboratories, Burlingame, CA, USA).

Durante todo el proceso posterior al revelado el tejido estuvo protegido de la luz directa.

3.5.3.4 Andlisis de Imagen

Con la ayuda de un atlas estereotaxico del cerebro de rata (Paxinos y Watson, 2013) se
seleccionaron las fotografias de los centros noradrenérgicos Locus Coeruleus (LC), A5y
A7 y de las laminas | y Il del asta posterior de la médula espinal, empleando un
microscopio Axioscope Al de Carl Zeiss para epifluoerescencia con combinacién de luz

transmitida. Las imagenes para el estudio fotografico fueron capturadas mediante una
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camara Axiocam MRC refrigerada de alta resolucién acoplada al microscopio. El contaje
de células fos-positivas y th-positivas se realizé con el programa Imagel, empleando un
contaje por area. Para ello, se fusionaron con Photoshop CS5 las plantillas de los nucleos
a estudiar extraidas del atlas de estereotaxia usado anteriormente y las fotografias de
los cortes seleccionados. Tras una separacidon de canales de color, se calculd el
porcentaje de drea total del nlcleo que ocupaban las células th-positivas y las células
fos-positivas, y por ultimo, se calculd el porcentaje de drea de ambos marcadores que
colocalizaba. Por otra parte, el contaje de las células fos-positivas existentes en las
[dminas | y Il de la médula espinal fue por particulas y no por area.

Para nuestro estudio sélo se consideraron aquellas células claramente marcadas. Esto
se consiguio ajustando previamente los parametros del programa de andlisis Image J. En
caso de correccion manual del Imagel, se mantuvo siempre el mismo criterio de

exclusién o inclusidn con todos los ejemplares del experimento.

4° VENTRICULO

Figura 3.5.3.4.2: Imdgenes del estudio de inmunofluorescencia de Locus Coeruleus. A) Imagen del
marcaje de neuronas TH-positivas. B) Imagen del marcaje de ntcleos activos (células fos-positivas). C)
Canales TH- y Fos-positivos unidos D) Canales unidos con plantilla incrustada, tomada de Watson y
Patxinos, 2013.
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Lamina |

Lamina Il

Figura 3.5.3.4.2: Imdgenes del estudio de inmunofluorescencia con marcaje de Fos en el nivel L4/L5. A)
Imagen sin plantilla. B) Imagen con plantilla, tomada de Watson y Patxinos, 2013.
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3.6 Analisis estadistico

3.6.1. Andlisis estadistico del estudio de dolor

Para el andlisis estadistico y la representacion grafica de los datos se utilizé SPSS v.22
(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 administracién de reserpina.

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 funcidn de su nivel basal.

En ambos casos el andlisis estadistico se inicié con un estudio descriptivo de los datos,
qgue incluia la media, el intervalo de confianza para la media al 95%, la varianza, la
desviacidn tipica, 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.

Las comparaciones de los umbrales de dolor entre los grupos tratados con reserpina-
vehiculo (RES-VEH) respecto a los grupos tratados con reserpina-duloxetina (RES-DUL) y
reserpina-pregabalina (RES-PGB) se realizaron por separado para los dias de tratamiento
1,3,5,7,9,11,13 y 15 de administracién de farmaco. Para la comparativa se empled el
andlisis de varianza para un factor (ANOVA), para muestras independientes. Si el
supuesto de normalidad no pudo cumplirse, se utilizdé un test no paramétrico analogo al
test ANOVA de un factor, el test Kruskal-Wallis para muestras independientes, con su
correspondiente post-hoc de compraracion por pares. Se consideré un nivel de

significacién de p<0,05 para determinar la existencia de diferencias estadisticamente
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significativas. A continuacidn, se realizd el correspondiente andlisis 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 variacion de respuesta entre las diferentes
condiciones experimentales y se pudo analizar entre qué condiciones esas diferencias
eran mas significativas.

Cada comparacién se acompafié 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. En cada
grafico se muestran barras de error sefialando +/- 2 en el error estandar de la media

(SEM).

3.6.2 Analisis estadistico del estudio de depresién

3.6.2.1 Andlisis estadistico del Forced Swiming Test

Para el analisis estadistico y la representacion grafica se utilizd SPSS v.22 (IBM).

Se analizaron los datos obtenidos en la fase de test. La conducta de la rata fue registrada
cada 5 segundos, clasificdndola 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.

El analisis estadistico se inicid con un estudio descriptivo de los datos, que incluia la
media, el intervalo de confianza para la media al 95%, la desviacion tipica, 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 Levene, para determinar el estadistico mas apropiado para el
estudio de comparaciones entre los grupos.

Se realizaron comparaciones entre RES-VEH, RES-DUL y RES-PGB en las conductas de
nadar, escalar e inmovilidad por separado. Para la comparativa se empled el analisis de

varianza de un factor ANOVA para muestras independientes en el caso de que la
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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. A continuacion, se realizé el correspondiente 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 variacion de respuesta entre las diferentes
condiciones experimentales y se pudo analizar entre qué condiciones esas diferencias
eran mas significativas.

Cada comparacién se acompafié 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. En cada grafico

se muestran barras de error sefialando +/- 2 en el error estandar de la media (SEM).

3.6.2.2 Andlisis estadistico del Novelty-suppressed feeding test

Para el analisis estadistico y la representacién grafica se utilizé SPSS v.22 (IBM). Los
parametros analizados en el NSFT fueron los siguientes:

- Comida ingerida en el periodo de la habituacién

- Comida ingerida el dia previo a la primera deprivacion

- Tiempo en el que come por primera vez en el NSFT (Latencia en comer)

- Veces por minuto que se acerca a la plataforma blanca del centro del test

- Veces por minuto que huele y toca la comida en el test

- Tiempo en el que come al ser devuelto a su jaula (Latencia en comer en jaula)

- Cantidad de comida ingerida en 10 minutos al ser devuelto a su jaula

El analisis estadistico se inicid con un estudio descriptivo de los datos, que incluia la
media, el intervalo de confianza para la media al 95%, la desviacidn tipica, la asimetriay
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.
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Se realizaron comparaciones entre los grupos RES-VEH, RES-DUL y RES-PGB cada uno de
los parametros anteriormente mencionados. Para la comparativa se empled el
estadistico ANOVA de un factor 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. A continuacion, se realizd el correspondiente andlisis 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 determiné si
existian diferencias significativas en la variacion de respuesta entre las diferentes
condiciones experimentales y se pudo analizar entre qué condiciones esas diferencias
eran mas significativas.

En los casos en los que la muestra no presentd normalidad, se realizd la prueba no
paramétrica correspondiente, andloga al ANOVA de un factor: la prueba Kruskall-Wallis,
con un analisis por pares post-hoc.

En el caso de la comparacidn de las ingestas de comida, se empled un test T de Student
para muestras independientes entre la media de ingesta de comida del periodo de
habituacidn y la cantidad de comida ingerida el dia previo a la primera deprivacion, con
el objetivo de no encontrar diferencias que pudiesen hacer caer al sistema de retirada
progresiva de alimento y asegurar que ningun animal estuviese pasando por un periodo
de anorexia causado o bien por la reserpina o bien por el tratamiento farmacolégico.
Se considerd un nivel de significacion de p<0,05 para determinar la existencia de
diferencias estadisticamente significativas. Cada comparacidon se acompafié 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 gréfico que incluia las comparaciones entre
grupos de todos los parametros en conjunto. En cada grafico se muestran barras de

error sefialando +/- 2 en el error estandar de la media (SEM).
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3.6.3 Andlisis estadistico del estudio inmunohistoquimico

Para el analisis se utilizd SPSS v.22 (IBM). El analisis estadistico se inicid con un estudio
descriptivo de los datos, en el cual se han incluido el nimero total de casos, la media, el
error tipico de la media y la desviacidn tipica.

Tras analizar los descriptivos, se analizéd la normalidad de la muestra con el test
Kolmogorov-Smirnov, indicado para muestras mayores de 30 casos, y con el test
Shapiro-Wilk, indicado para muestras menores de 30 casos. La homogeneidad de
varianzas se realiz6 mediante el test de Levéne, para determinar el estadistico mas
apropiado para el estudio de comparaciones entre los grupos.

En referencia a la estadistica inferencial, en primer lugar se compararon los datos
obtenidos del contaje del porcentaje de area de los nucleos pertenecientes a células TH-
positivas y células fospositivas y su colocalizacién de los grupos experimentales a los que
no se le habia aplicado una condicién de dolor inflamatorio mediante del test de la
formalina, para observar los cambios en los patrones de activacion en diferentes
momentos del tiempo; y de los grupos experimentales a los que si se le habia aplicado
una condicién de dolor inflamatorio mediante del test de la formalina para observar los
cambios en los patrones de activaciéon en diferentes momentos del tiempo ante la
existencia de un dolor inflamatorio agudo. En otras palabras, se compararon entre si los
grupos a los que se les sometid al modelo de FMS inducido por reserpina tras 6 horas de
la Ultima administracion de reserpina, 5 dias y 15 dias; y del mismo modo se compararon
entre si los grupos a los que se les sometié al modelo de FMS inducido por reserpina (y
a los que se les aplicd dolor inflamatorio agudo mediante el test de la formalina tras 6
horas de la ultima administracion de reserpina, 5 dias y 15 dias. Para ello, se efectudé un
analisis de la varianza (ANOVA) de un factor, con andlisis 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. Para los das que no cumplian el supuesto de normalidad se empled un es
no paramétrico analogo al andlisis de la varianza (ANOVA) de un factor, llamado analisis

de Kruskall-Wallis.
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En segundo lugar, se ha comparado cada momento (6 horas tras la ultima administracién
de reserpina, 5 dias y 15 dias) de las dos condiciones experimentales (sin aplicacién del
test de la formalina y con aplicacidn del test de la formalina) para comprobar si habia
diferencias estadisticamente significativas entre ellas, es decir, para ver si la
implantacion de este modelo también plantea una alteracién en los nucleos
noradrenérgicos supramedulares ante la existencia de dolor inflamatorio agudo en el
modelo de FMS. Para ello, se empled un test T de Student de muestras independientes.
Para los datos que no cumplian los supuestos de normalidad se empled un es no
paramétrico andlogo al test T de Student de muestras independientes, el test U de
Mann-Whitney para muestras independientes.

En dltimo lugar, se ha analizado el nimero de células fospositivas existentes en la
médula tras una aplicacion de dolor inflamatorio agudo (test de la formalina) en
diferentes momentos (tras 6 horas de la ultima administracién de reserpina, 5 dias y 15
dias) para comprobar si por el paso del tiempo desde que se implanté el modelo se
encuentra mas o menos dolor en la médula. Para ello, se empled un test T de Student
de muestras independientes. Para los datos que no cumplian los supuestos de
normalidad se empled un es no paramétrico andlogo al test T de Student de muestras
independientes, el test U de Mann-Whitney para muestras independientes. En este
apartado también se ha analizado si existen diferencias estadisticamente significativas
entre las astas medulares posteriores ipsilateral y contralateral al Test de la Formalina,
independientemente de su condicion experimental mediante un test ANOVA de
medidas repetidas con un factor intersujeto.

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 para observar las diferencias entre las diferentes condiciones
experimentales. En cada grafico se muestran barras de error sefialando +/- 2 en el error

estandar de la media (SEM).
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4.1 Resultados de las medidas de los umbrales del 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 de los umbrales de dolor mediante Electrovonfrey test. Un andlisis mas
detallado de los descriptivos de esta muestra puede encontrarse en el Anexo .

Estadisticos descriptivos

Desviacion
N Media estdndar [ Asimetria Curtosis
Error Error

Estadistico | Estadistico | Estadistico | Estadistico | estandar Estadistico | estandar
EVF dia 1 21 ,8487 ,18253 ,055 ,501 -,634 972
EVF dia 3 21 , 7278 ,17406 -,819 ,501 ,439 ,972
EVF dia 5 21 7444 ,16028 -,389 ,501 ,837 ,972
EVF dia 7 21 ,8105 ,15798 -,505 ,501 -,506 972
EVF dia 9 21 , 7989 ,12440 -,405 ,501 -,804 ,972
EVF dia 11 21 , 7844 ,12962 -1,089 ,501 1,963 ,972
EVF dia 13 21 ,8429 ,17579 -,536 ,501 -,204 ,972
EVF dia 15 21 (752 ,13406 -,880 ,501 1,061 972
N valido 21

Tabla 4.1.1.1. Tabla resumen de los estadisticos descriptivos para las medidas de los umbrales de dolor
referentes a la alodinia tdctil, obtenidas los dias 1, 3,5, 7,9, 11, 13 y 15 de tratamiento con fdrmaco o
vehiculo con el Electrovonfrey Test. Se han obtenido recuento de casos, media, desviacion tipica,
asimetria y curtosis.
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El test de normalidad Shapiro-Wilk para muestras inferiores a 30 casos indica

normalidad en todos los casos, exceptuando en el grupo RES-PGB el dia 11 de

tratamiento (EVF dia 11) (W=0,657; p<0,05), probablemente debido a un pequefio

aumento de variabilidad que se exacerba al manejar muestras pequefias (Tabla

4.1.1.2). Por ello, en el analisis inferencial de esta variable utilizaremos un test no

paramétrico adecuado para este caso.

Pruebas de normalidad

Condicién experimental Shapiro-Wilk
EVF dia 1 RES-DUL ,901 11 188
RES-VEH ,873 4 ,309
RES-PGB 916 6 478
EVF dia 3 RES-DUL ,931 11 420
RES-VEH ,980 4 ,902
RES-PGB ,937 6 ,638
EVF dia 5 RES-DUL ,940 11 ,515
RES-VEH ,918 4 525
RES-PGB ,829 6 ,106
EVF dia 7 RES-DUL ,937 11 487
RES-VEH ,838 4 ,189
RES-PGB ,900 6 372
EVF dia 9 RES-DUL 941 11 ,536
RES-VEH ,998 4 ,993
RES-PGB ,897 6 ,355
EVF dia 11 RES-DUL ,944 11 571
RES-VEH ,926 4 572
RES-PGB ,657 6 ,002
EVF dia 13 RES-DUL ,945 11 575
RES-VEH 977 4 ,881
RES-PGB ,968 6 ,880
EVF dia 15 RES-DUL ,927 11 ,383
RES-VEH ,991 4 ,965
RES-PGB ,965 6 ,861

Tabla 4.1.1.2: Pruebas de normalidad de los datos obtenidos en el registro de umbrales de dolor
mediante EVF test los dias 1, 3, 5, 7,9, 11, 13 y 15 de tratamiento con farmaco o vehiculo. El estadistico
empleado es Shapiro-Wilk (W), indicado para muestras menores de 30 casos. Se observa que unicamente
en la variable EVF dia 11, el grupo RES-PGB no cumple el supuesto de normalidad. Significacion p<0,05.
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Utilizamos el estadistico de Levene para estimar la homogeneidad de varianzas. El
conjunto de datos presenta homogeneidad de varianzas en general. Encontramos una
excepcion en el primer dia de tratamiento (EVF dia 1) (F=3,871; p<0,05). Esto no
afectara a la estadistica inferencial puesto que el andlisis ANOVA se considera robusto
para la homogeneidad de varianzas, pero si al andlisis post-hoc, en el cual utilizaremos
la correccion de Games-Howell, indicada cuando no pueden asumirse varianzas

homogéneas.

Prueba de homogeneidad de varianza

Estadistico de

Levene dfl df2 Sig.
EVF dia 1 Se basa en la media 3,871 2 18 ,040
EVF dia 3 Se basa en la media 1,814 2 18 ,192
EVF dia 5 Se basa en la media 2,935 2 18 ,079
EVF dia 7 Se basa en la media ,502 2 18 614
EVF dia 9 Se basa en la media ,140 2 18 ,870
EVF dia 11 Se basa en la media ,334 2 18 721
EVF dia 13 Se basa en la media 2,713 2 18 ,093
EVF dia 15 Se basa en la media 677 2 18 ,521

Tabla 4.1.1.3: Pruebas de homogeneidad de varianzas de los datos obtenidos en el registro de umbrales
de dolor mediante EVF test los dias 1, 3, 5, 7, 9, 11, 13 y 15 de tratamiento con farmaco o vehiculo. El
estadistico empleado es Levene. Se puede observar que la variable EVF dia 1 no cumple el supuesto de

homogeneidad de la varianza. Significacion p<0,05.

En cuanto al estudio inferencial, se realiza un andlisis de varianzas ANOVA de un factor
para muestras independientes para la comparacién de los grupos RES-VEH, RES-DUL y
RES-PGB en cada uno de los dias de registro por separado. Para comprobar los grupos
entre los cuales hay diferencias se ha empleado la prueba post-hoc de Bonferroni
cuando se asumia homogeneidad de varianzas, y la correccién de Games-Howell
cuando no se podia asumir homogeneidad de varianzas. En el caso de la variable EVF
dia 11, la cual registra los umbrales de dolor el decimoprimer dia de tratamiento, al no
poder asumirse el supuesto de normalidad, hemos empleado un test no paramétrico
analogo a ANOVA de un factor, el conocido test Kruskal-Wallis para muestras

independientes, con su correspondiente post-hoc de comparacién por pares.
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4.1.1.1 Primer dia de tratamiento (EVF dia 1)

Este registro se realiza tras dos horas de la primera dosis de farmaco o vehiculo, asi
gue podemos considerarlo como la medida del efecto de una dosis aguda de farmaco
tras la implantacion del modelo de dolor. EI test ANOVA evidencia diferencias
estadisticamente significativas entre los grupos (F=8,093; p<0,05) (Tabla 4.1.1.1.1).
Para saber como son esas diferencias, recurrimos al andlisis post-hoc de Games-Howell
(por el fallo en homogeneidad de varianzas en esta variable). Como podemos observar
en la tabla 4.1.1.1.2, la diferencia estadisticamente significativa la presenta el grupo
RES-DUL frente al grupo RES-VEH (p<0,05). El grupo RES-PGB no muestra diferencias
estadisticamente significativas con ninguno de los grupos. Estos resultados se

muestran representados graficamente en la figura 4.1.1.1.1.

ANOVA
EVF dia 1
Suma de
cuadrados gl Media cuadrética [ F Sig.
Entre grupos ,316 2 ,158 8,093 ,003
Dentro de grupos ,351 18 ,019
Total ,666 20

Tabla 4.1.1.1.1: Prueba ANOVA de un factor para muestras independientes en el registro de umbrales de
dolor mediante EVF test del dia 1 de tratamiento con fdrmaco o vehiculo. F=8,093; p<0,05. La diferencia
de medias es significativa en el nivel 0,05.

Comparaciones multiples

Games-Howell

95% de intervalo de

[0) ) Diferencia confianza
Condicién Condicién de medias | Error Limite Limite
experimental experimental (I-J) estandar Sig. inferior superior
RES-DUL RES-VEH 32423 ,07851 ,009 ,0981 ,5503

RES-PGB ,12724 ,05794 ,106 -,0240 ,2785
RES-VEH RES-DUL -,32423" ,07851 ,009 -,5503 -,0981

RES-PGB -,19699 ,06587 ,078 -,4242 ,0302
RES-PGB RES-DUL -,12724 ,05794 ,106 -,2785 ,0240

RES-VEH ,19699 ,06587 ,078 -,0302 4242

Tabla 4.1.1.1.2: Tabla post-hoc de comparaciones multiples de Games-Howell. Se observan diferencias
estadisticamente significativas entre el grupo RES-DUL y el grupo RES-VEH (p<0,05). La diferencia de
medlias es significativa en el nivel 0,05.
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La figura 4.1.1.1.1 muestra un aumento significativo de los umbrales de dolor en las ratas
tratadas con Duloxetina respecto a las tratadas con vehiculo en el primer dia de administracién
de farmaco/vehiculo e inmediatamente después del ultimo dia del periodo de reserpinizacion
(F=8,093; p<0,05). Sin embargo, vemos que las ratas tratadas con Pregabalina, aunque
muestran una tendencia a aumentar los umbrales del dolor, esta diferencia no es significativa

respecto a las ratas tratadas con vehiculo (p>0,05).

1,20

1,00+

0,50+

0,605

ELECTROVONFREY
Umbrales del dolor (Gr)
Dia 1 de tratamiento

0,401

0,20

I
RES-VEH RES-PGE RES-DUL

Condicion experimental

Barras de error; +-~ 2 SEM

Figura 4.1.1.1.1: En el grdfico se muestra un aumento significativo de los umbrales de dolor en las ratas
tratadas con Duloxetina (RES-DUL) respecto a las ratas tratadas con vehiculo (RES-VEH) en el primer dia
de tratamiento, es decir, tras dos horas de la primera administracion del fdrmaco. * Significacion p<0,05.
Las barras de error muestran el error tipico de la media +/- 2. Aunque el grupo RES-PGB no muestra
diferencias significativas con RES-VEH, se aprecia una tendencia a aumentar los umbrales del dolor, y
prueba de ello es que tampoco muestra diferencias estadisticamente significativas con el grupo RES-DUL.
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4.1.1.2 Tercer dia de tratamiento (EVF dia 3)

El test ANOVA evidencia diferencias estadisticamente significativas entre los grupos

(F=22,575; p<0,05) (Tabla 4.1.1.2.1). Para saber como son esas diferencias, recurrimos

al analisis post-hoc de Bonferroni. Como podemos observar en la tabla 4.1.1.2.2, tanto

el grupo RES-DUL como el grupo RES-PGB muestran diferencias estadisticamente

significativas respecto al grupo RES-VEH, pero no entre si. Estos resultados se

muestran representados graficamente en la figura 4.1.1.2.1.

ANOVA
EVF dia 3
Suma de
cuadrados gl Media cuadratica Sig.
Entre grupos 433 2 217 22,575 ,000
Dentro de grupos 173 18 ,010
Total ,606 20

Tabla 4.1.1.2.1: Prueba ANOVA de un factor para muestras independientes en el registro de umbrales de
dolor del dia 3 de tratamiento con fdrmaco o vehiculo. F=22,575; p<0,05. La diferencia de medias es
significativa en el nivel 0,05.

Comparaciones multi

ples

95% de intervalo

de confianza

Diferencia
(1) 8) de
Condicion experimental Condicién experimental medias (I- | Error Limite | Limite
J) estandar | Sig. [ inferior | superior
Bonferroni RES-DUL RES-VEH 34378 ,05720 |,000 (,1928 |,4947
RES-PGB -,05045 ,04972 | ,971(-,1817 |,0808
RES-VEH RES-DUL -,34378" |,05720 |,000|-,4947 |-,1928
RES-PGB -39423" |,06323 |[,000]-,5611 |-,2274
RES-PGB RES-DUL ,05045 ,04972 |,971(-,0808 |,1817
RES-VEH ;39423 ,06323 |,000 |,2274 |,5611

Tabla 4.1.1.2.2: Tabla post-hoc de comparaciones multiples de Bonferroni. Se observan diferencias
estadisticamente significativas entre el grupo RES-DUL y el grupo RES-VEH (p<0,05) y entre el grupo RES-
PGBy el grupo RES-VEH (p<0,05). La diferencia de medias es significativa en el nivel 0,05.
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La figura 4.1.1.2.1 muestra un aumento significativo de los umbrales de dolor en las
ratas tratadas con Duloxetina y en las tratadas con Pregabalina respecto a las tratadas
con vehiculo en el tercer dia de administracion de farmaco/vehiculo (F=22,575;

p<0,05).
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Figura 4.1.1.2.1: En el grdfico se muestra un aumento significativo de los umbrales de dolor en las ratas
tratadas con Duloxetina (RES-DUL) y las ratas tratadas con Pregabalina (RES-PGB) respecto a las ratas
tratadas con vehiculo (RES-VEH) en el tercer dia de tratamiento. * Significacion p<0,05 respecto a RES-
VEH. ** Significacion p<0,05 respecto a RES-VEH. Las barras de error muestran el error tipico de la media
+/- 2.
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4.1.1.3 Quinto dia de tratamiento (EVF dia 5)

El test ANOVA evidencia diferencias estadisticamente significativas entre los grupos
(F=11,926; p<0,05) (Tabla 4.1.1.3.1). Para saber como son esas diferencias, recurrimos
al analisis post-hoc de Bonferroni. Como podemos observar en la tabla 4.1.1.3.2, tanto
el grupo RES-DUL como el grupo RES-PGB muestran diferencias estadisticamente
significativas respecto al grupo RES-VEH, pero no entre si. Estos resultados se

muestran representados graficamente en la figura 4.1.1.3.1.

ANOVA
EVF dia 5
Suma de
cuadrados gl Media cuadratica | F Sig.
Entre grupos ,293 2 ,146 11,926 ,001
Dentro de grupos 221 18 ,012
Total 514 20

Tabla 4.1.1.3.1: Prueba ANOVA de un factor para muestras independientes en el registro de umbrales de
dolor del dia 5 de tratamiento con fdrmaco o vehiculo. F=11,926; p<0,05. La diferencia de medias es
significativa en el nivel 0,05.

Comparaciones multiples

Variable dependiente: EVF dia 5

Diferencia 95% de intervalo de
() J) de confianza
Condicion  experimental Condicion | medias (I- | Error Limite Limite
experimental J) estandar | Sig. |inferior | superior
Bonferroni RES-DUL RES-VEH 31578 ,06469 ,000 |,1450 ,4865
RES-PGB ,07569 ,05623 ,585 | -,0727 ,2241
RES-VEH RES-DUL -,31578" | ,06469 ,000 |-,4865 -,1450
RES-PGB -,24009" | ,07152 ,011 |-,4288 -,0513
RES-PGB RES-DUL -,07569 ,05623 ,585 |-,2241 ,0727
RES-VEH ,24009" ,07152 ,011 ,0513 ,4288

Tabla 4.1.1.3.2: Tabla post-hoc de comparaciones multiples de Bonferroni. Se observan diferencias
estadisticamente significativas entre el grupo RES-DUL y el grupo RES-VEH (p<0,05) y entre el grupo RES-
PGBy el grupo RES-VEH (p<0,05). La diferencia de medias es significativa en el nivel 0,05.

EvA M. GONZALEZ SOLER TESIS DOCTORAL



RESULTADOS 121

La figura 4.1.1.3.1 muestra un aumento significativo de los umbrales de dolor en las ratas
tratadas con Duloxetina y en las tratadas con Pregabalina respecto a las tratadas con vehiculo

en el quinto dia de administracion de farmaco/vehiculo (F=11,926; p<0,05).
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Figura 4.1.1.3.1: En el grdfico se muestra un aumento significativo de los umbrales de dolor en las ratas
tratadas con Duloxetina (RES-DUL) y las ratas tratadas con Pregabalina (RES-PGB) respecto a las ratas
tratadas con vehiculo (RES-VEH) en el quinto dia de tratamiento. * Significacion p<0,05 respecto a RES-
VEH. ** Significacion p<0,05 respecto a RES-VEH. Las barras de error muestran el error tipico de la media
+/- 2.
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4.1.1.4 Séptimo dia de tratamiento (EVF Dia 7)

El test ANOVA evidencia diferencias estadisticamente significativas entre los grupos
(F=7,249; p<0,05) (Tabla 4.1.1.4.1). Para saber cémo son esas diferencias, recurrimos al
analisis post-hoc de Bonferroni. Como podemos observar en la tabla 4.1.1.4.2, tanto el
grupo RES-DUL como el grupo RES-PGB muestran diferencias estadisticamente
significativas respecto al grupo RES-VEH, pero no entre si. Estos resultados se

muestran representados graficamente en la figura 4.1.1.4.1.

ANOVA
EVF dia 7
Suma de
cuadrados gl Media cuadratica | F Sig.
Entre grupos ,223 2 111 7,249 ,005
Dentro de grupos ,276 18 ,015
Total ,499 20

Tabla 4.1.1.4.1: Prueba ANOVA de un factor para muestras independientes en el registro de umbrales de
dolor del dia 7 de tratamiento con fdrmaco o vehiculo. F=7,249; p<0,05. La diferencia de medias es
significativa en el nivel 0,05.

Comparaciones multiples

95% de intervalo de
0] (@) Diferencia confianza
Condicién  experimental Condicion | de
experimental medias (I- | Error Limite Limite
J) estandar | Sig. inferior superior
Bonferroni RES-DUL RES-VEH 25465 ,07236 ,007 |,0637 ,4456
RES-PGB -,01911 ,06290 1,000 |-,1851 ,1469
RES-VEH RES-DUL -,25465* ,07236 ,007 -,4456 -,0637
RES-PGB -,27377" | ,08000 ,009 |-,4849 -,0626
RES-PGB RES-DUL ,01911 ,06290 1,000 |-,1469 ,1851
RES-VEH 27377 ,08000 ,009 |,0626 ,4849

Tabla 4.1.1.4.2: Tabla post-hoc de comparaciones multiples de Bonferroni. Se observan diferencias
estadisticamente significativas entre el grupo RES-DUL y el grupo RES-VEH (p<0,05) y entre el grupo RES-
PGBy el grupo RES-VEH (p<0,05). La diferencia de medias es significativa en el nivel 0,05.
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La figura 4.1.1.4.1 muestra un aumento significativo de los umbrales de dolor en las
ratas tratadas con Duloxetina y en las tratadas con Pregabalina respecto a las tratadas
con vehiculo en el séptimo dia de administracion de farmaco/vehiculo (F=7,249;

p<0,05).
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Figura 4.1.1.4.1: En el grdfico se muestra un aumento significativo de los umbrales de dolor en las ratas
tratadas con Duloxetina (RES-DUL) y las ratas tratadas con Pregabalina (RES-PGB) respecto a las ratas
tratadas con vehiculo (RES-VEH) en el séptimo dia de tratamiento. * Significacion p<0,05 respecto a RES-
VEH. ** Significacion p<0,05 respecto a RES-VEH. Las barras de error muestran el error tipico de la media
+/- 2.
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4.1.1.5 Noveno dia de tratamiento (EVF dia 9)

El test ANOVA evidencia diferencias estadisticamente significativas entre los grupos
(F=6,827; p<0,05) (Tabla 4.1.1.5.1). Para saber cémo son esas diferencias, recurrimos al
analisis post-hoc de Bonferroni. Como podemos observar en la tabla 4.1.1.5.2, tanto el
grupo RES-DUL como el grupo RES-PGB muestran diferencias estadisticamente
significativas respecto al grupo RES-VEH, pero no entre si. Estos resultados se

muestran representados graficamente en la figura 4.1.1.5.1.

ANOVA
EVF dia 9
Suma de
cuadrados gl Media cuadratica | F Sig.
Entre grupos ,134 2 ,067 6,827 ,006
Dentro de grupos ,176 18 ,010
Total ,310 20

Tabla 4.1.1.5.1: Prueba ANOVA de un factor para muestras independientes en el registro de umbrales de
dolor del dia 9 de tratamiento con fdrmaco o vehiculo. F=6,827; p<0,05. La diferencia de medias es
significativa en el nivel 0,05.

Comparaciones multiples

Diferencia 95% de intervalo de
() (@) de confianza
Condicion experimental Condicion experimental | medias (I- | Error Limite Limite
J) estandar | Sig. inferior superior
Bonferroni RES-DUL RES-VEH 17793 ,05774 ,019 |,0256 ,3303
RES-PGB -,04993 [,05019 ,999 |-,1824 ,0825
RES-VEH RES-DUL -17793" | ,05774 ,019 |-,3303 -,0256
RES-PGB -,22786" | ,06383 ,007 | -,3963 -,0594
RES-PGB RES-DUL ,04993 ,05019 ,999 | -,0825 ,1824
RES-VEH 22786 ,06383 ,007 |,0594 ,3963

Tabla 4.1.1.5.2: Tabla post-hoc de comparaciones multiples de Bonferroni. Se observan diferencias
estadisticamente significativas entre el grupo RES-DUL y el grupo RES-VEH (p<0,05) y entre el grupo RES-
PGBy el grupo RES-VEH (p<0,05). La diferencia de medias es significativa en el nivel 0,05.
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La figura 4.1.1.5.1 muestra un aumento significativo de los umbrales de dolor en las
ratas tratadas con Duloxetina y en las tratadas con Pregabalina respecto a las tratadas
con vehiculo en el noveno dia de administraciéon de farmaco/vehiculo (F=6,827;

p<0,05).
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Figura 4.1.1.5.1: En el grdfico se muestra un aumento significativo de los umbrales de dolor en las ratas
tratadas con Duloxetina (RES-DUL) y las ratas tratadas con Pregabalina (RES-PGB) respecto a las ratas
tratadas con vehiculo (RES-VEH) en el noveno dia de tratamiento. * Significacion p<0,05 respecto a RES-
VEH. ** Significacion p<0,05 respecto a RES-VEH. Las barras de error muestran el error tipico de la media
+/- 2.
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4.1.1.6 Decimoprimer dia de tratamiento (EVF dia 11)

En este caso, al perder la normalidad de la muestra hemos optado por el test no
paramétrico analogo al ANOVA de un factor, el test Kruskal-Wallis para muestras
independientes, con su correspondiente post-hoc por pares. El test evidencia
diferencias estadisticamente significativas entre los grupos (p<0,05) (Tabla 4.1.1.6.1).
El analisis post-hoc de comparacion por pares (tabla 4.1.1.6.2), muestra que, tanto el
grupo RES-DUL como el grupo RES-PGB muestran diferencias estadisticamente
significativas respecto al grupo RES-VEH, pero no entre si. Estos resultados se

muestran representados graficamente en la figura 4.1.1.6.1.

Resumen de contrastes de hipitesis

Hipdtesis nula Frusb=a Sig. Decisian

Frueba de
La distribucidn de EWF day 11kruskal-

1 Marm &= la misma entre las Wrallis para
categarias de Condician muestras
expearimental. independiente

=

Rechace la
008 | hipdtesis
nula.

Se muestran significaciones asintéticas. El nivel de significancia es,

Tabla 4.1.1.6.1: Prueba no paramétrica Kruskal-Wallis para muestras independientes en el registro de
umbrales de dolor del dia 11 de tratamiento con fdrmaco o vehiculo. p<0,05. La diferencia de medias es
significativa en el nivel 0,05.

Comparaciones por pares

Estadistico Estandar Desv. Estadistico ; L
Muestra 1-Muestra 2 de prueba Error de prueba Sig. Sig. ajust.
RES-VEH-RES-PGB -10,333 3,986 -2 553 010 028
RES-VEH-RES-DUL 10,591 3605 2938 003 010
RES-PGB-RES-DUL 258 3,134 082 934 1,000

Tabla 4.1.1.6.2: Comparaciones por pares post-hoc al Kruskal-Wallis para el test Electrovonfrey en el
decimoprimer dia de tratamiento. Se observan diferencias estadisticamente significativas entre el grupo
RES-DUL y el grupo RES-VEH (p<0,05) y entre el grupo RES-PGB y el grupo RES-VEH (p<0,05). La
diferencia de medias es significativa en el nivel 0,05.
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La figura que vemos a continuacién (figura 4.1.1.6.1) muestra un aumento significativo
de los umbrales de dolor en las ratas tratadas con Duloxetina y en las tratadas con
Pregabalina respecto a las tratadas con vehiculo en el decimoprimer dia de

administracién de farmaco/vehiculo (p<0,05).
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Figura 4.1.1.6.1: En el grdfico se muestra un aumento significativo de los umbrales de dolor en las ratas
tratadas con Duloxetina (RES-DUL) y las ratas tratadas con Pregabalina (RES-PGB) respecto a las ratas
tratadas con vehiculo (RES-VEH) en el decimoprimer dia de tratamiento. * Significacién p<0,05 respecto
a RES-VEH. ** Significacion p<0,05 respecto a RES-VEH. Las barras de error muestran el error tipico de la
media +/- 2.
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4.1.1.7 Decimotercer dia de tratamiento (EVF dia 13)

El test ANOVA evidencia diferencias estadisticamente significativas entre los grupos
(F=21,343; p<0,05) (Tabla 4.1.1.7.1). El analisis post-hoc de Bonferroni (tabla 4.1.1.7.2),
muestra que, tanto el grupo RES-DUL como el grupo RES-PGB muestran diferencias
estadisticamente significativas respecto al grupo RES-VEH, pero no entre si. Estos

resultados se muestran representados graficamente en la figura 4.1.1.7.1.

ANOVA
EVF dia 13
Suma de
cuadrados gl Media cuadratica | F Sig.
Entre grupos ,402 2 ,201 21,343 ,000
Dentro de grupos ,170 18 ,009
Total 572 20

Tabla 4.1.1.7.1: Prueba ANOVA de un factor para muestras independientes en el registro de umbrales de
dolor del dia 13 de tratamiento con fdrmaco o vehiculo. F=21,343; p<0,05. La diferencia de medias es
significativa en el nivel 0,05.

Comparaciones multiples

Variable dependiente: EVF dia 13

Diferencia 95% de intervalo de
0] ) de confianza
Condicién experimental Condicion experimental | medias (- | Error Limite Limite
J) estandar | Sig. inferior superior
Bonferroni RES-DUL RES-VEH 36273 ,05667 ,000 |,2132 ,5123
RES-PGB ,03536 ,04926 1,000 |-,0946 ,1654
RES-VEH RES-DUL -,36273" | ,05667 ,000 |-,5123 -,2132
RES-PGB -,32738" | ,06265 ,000 |-,4927 -,1620
RES-PGB RES-DUL -,03536 ,04926 1,000 |-,1654 ,0946
RES-VEH ,32738 ,06265 ,000 ],1620 ,4927

Tabla 4.1.1.7.2: Tabla post-hoc de comparaciones multiples de Bonferroni. Se observan diferencias
estadisticamente significativas entre el grupo RES-DUL y el grupo RES-VEH (p<0,05) y entre el grupo RES-
PGB y el grupo RES-VEH (p<0,05). La diferencia de medias es significativa en el nivel 0,05.
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La figura que vemos a continuacién (Figura 4.1.1.7.1) muestra un aumento significativo
de los umbrales de dolor en las ratas tratadas con Duloxetina y en las tratadas con
Pregabalina respecto a las tratadas con vehiculo en el decimotercer dia de

administracién de farmaco/vehiculo (F=21,343; p<0,05).
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Figura 4.1.1.7.1: En el grdfico se muestra un aumento significativo de los umbrales de dolor en las ratas
tratadas con Duloxetina (RES-DUL) y las ratas tratadas con Pregabalina (RES-PGB) respecto a las ratas
tratadas con vehiculo (RES-VEH) en el decimotercer dia de tratamiento. * Significacion p<0,05 respecto a
RES-VEH. ** Significacion p<0,05 respecto a RES-VEH. Las barras de error muestran el error tipico de la
media +/- 2.
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4.1.1.8 Decimoquinto dia de tratamiento (EVF dia 15)

El test ANOVA evidencia diferencias estadisticamente significativas entre los grupos
(F=9,524; p<0,05) (Tabla 4.1.1.8.1). El andlisis post-hoc de Bonferroni (tabla 4.1.1.8.2),
muestra que, tanto el grupo RES-DUL como el grupo RES-PGB muestran diferencias
estadisticamente significativas respecto al grupo RES-VEH, pero no entre si. Estos

resultados se muestran representados graficamente en la figura 4.1.1.8.1.

ANOVA
EVF dia 15
Suma de
cuadrados gl Media cuadratica |F Sig.
Entre grupos ,185 2 ,092 9,524 ,002
Dentro de grupos ,175 18 ,010
Total ,359 20

Tabla 4.1.1.8.1: Prueba ANOVA de un factor para muestras independientes en el registro de umbrales de
dolor del dia 15 de tratamiento con fdrmaco o vehiculo. F=9,524; p<0,05. La diferencia de medias es
significativa en el nivel 0,05.

Comparaciones multiples
Variable dependiente: EVF dia 15

Diferencia 95% de intervalo de
() (@) de confianza
Condicion experimental Condicion experimental | medias (I- | Error Limite Limite
J) estandar | Sig. inferior superior
Bonferroni RES-DUL RES-VEH 22421 ,05751 ,003 ,0724 ,3760
RES-PGB -,03354  [,04999 1,000 |-,1655 ,0984
RES-VEH RES-DUL -,22421" |,05751 ,003 |-,3760 -,0724
RES-PGB -,25776" | 06358 ,002 | -,4256 -,0900
RES-PGB RES-DUL ,03354 ,04999 1,000 |-,0984 ,1655
RES-VEH 25776 ,06358 ,002 |,0900 ,4256

Tabla 4.1.1.8.2: Tabla post-hoc de comparaciones multiples de Bonferroni. Se observan diferencias
estadisticamente significativas entre el grupo RES-DUL y el grupo RES-VEH (p<0,05) y entre el grupo RES-
PGBy el grupo RES-VEH (p<0,05). La diferencia de medias es significativa en el nivel 0,05.
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La figura que vemos a continuacién (figura 4.1.1.8.1) muestra un aumento significativo
de los umbrales de dolor en las ratas tratadas con Duloxetina y en las tratadas con
Pregabalina respecto a las tratadas con vehiculo en el decimoquinto dia de

administracién de farmaco/vehiculo (F=9,524; p<0,05).
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Figura 4.1.1.8.1: En el grdfico se muestra un aumento significativo de los umbrales de dolor en las ratas
tratadas con Duloxetina (RES-DUL) y las ratas tratadas con Pregabalina (RES-PGB) respecto a las ratas
tratadas con vehiculo (RES-VEH) en el decimotercer dia de tratamiento. * Significacion p<0,05 respecto a
RES-VEH. ** Significacion p<0,05 respecto a RES-VEH. Las barras de error muestran el error tipico de la
media +/- 2.
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4.1.1.9 Variacion global de los umbrales de dolor en alodinia tdctil

La Figura 4.1.1.9.1 muestra las variaciones de los umbrales de dolor halladas entre los
grupos tratados con farmaco respecto del grupo tratado con vehiculo a lo largo de los

dias de registro medidas con el Electrovonfrey test.
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Figura 4.1.1.9.1: En el grdfico se muestra un aumento significativo global de los umbrales de dolor
referentes a la alodinia tdctil en las ratas tratadas con Duloxetina o Pregabalina respecto a las ratas
tratadas con vehiculo en los dias 3,5, 7, 9, 11, 13 y 15 de tratamiento. Sin embargo, en el primer dia de
tratamiento, la “dosis aguda de fadrmaco”, solo el tratamiento con Duloxetina muestra diferencias
estadisticamente significativas con respecto a las tratadas con vehiculo. *Significacion p<0,05 respecto
de RES-VEH. ** Significacion p<0,05 respecto de RES-VEH. Las barras de error muestran el error tipico de
la media +/- 2.
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4.1.2 Randall y Selitto Test

En la Tabla 4.1.2.1 se muestran los estadisticos descriptivos de los datos obtenidos en
el estudio mediante Randall y Selitto test. Un andlisis mas detallado de los descriptivos

de esta muestra puede encontrarse en el Anexo Il.

Estadisticos descriptivos

Desviacion
N Media estandar [ Asimetria Curtosis
Error Error

Estadistico | Estadistico | Estadistico | Estadistico | estandar | Estadistico | estandar
Condicion
experimental 21 1,76 ,889 ,517 ,501 -1,583 ,972
RyS dia 1 21 ,7164 ,19802 ,145 ,501 ,060 ,972
RyS dia 3 21 ,8918 ,29679 -,581 ,501 -,765 972
RyS dia 5 21 ,7633 ,20636 177 ,501 -,934 ,972
RyS dia 7 21 ,9458 ,28175 -,336 ,501 -,768 ,972
RyS dia 9 21 ,9699 ,25636 -,112 ,501 -,037 ,972
RyS dia 11 21 ,9404 ,25029 ,538 ,501 ,453 ,972
RyS dia 13 21 ,9152 ,27425 ,301 ,501 -,615 972
RyS dia 15 21 1,0256 ,31018 -,257 ,501 -,273 ,972
N vaélido (por
lista) 2t

Tabla 4.1.2.1: Tabla resumen de los estadisticos descriptivos para las medidas de los umbrales de dolor
referentes a la hiperalgesia mecdnica, obtenidas los dias 1, 3,5, 7,9, 11, 13 y 15 de tratamiento con
fdrmaco o vehiculo mediante el Randall y Selitto test. Se han obtenido recuento de casos, media,
desviacion tipica, asimetria y curtosis.
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El test de normalidad Shapiro-Wilk para muestras inferiores a 30 casos muestra

normalidad en todos los casos (Tabla 4.1.2.2)

Condicion experimental Shapiro-Wilk
RyS dia 1 RES-DUL ,978 11 ,954
RES-VEH ,962 4 , 792
RES-PGB ,921 6 ,511
RyS dia 3 RES-DUL ,898 11 ,173
RES-VEH ,952 4 , 7126
RES-PGB ,987 6 ,981
RyS dia 5 RES-DUL ,935 11 467
RES-VEH 797 4 ,097
RES-PGB ,933 6 ,601
RyS dia 7 RES-DUL ,957 11 ,739
RES-VEH ,990 4 ,959
RES-PGB ,961 6 ,825
RyS dia 9 RES-DUL ,964 11 ,820
RES-VEH 977 4 ,886
RES-PGB ,993 6 ,995
RyS dia 11 RES-DUL ,919 11 ,309
RES-VEH ,851 4 ,228
RES-PGB ,924 6 ,534
RyS dia 13 RES-DUL ,947 11 ,604
RES-VEH ,980 4 ,901
RES-PGB ,894 6 ,341
RyS dia 15 RES-DUL ,920 11 322
RES-VEH ,789 4 ,084
RES-PGB ,913 6 457

Tabla 4.1.2.2: Pruebas de normalidad de los datos obtenidos en el registro de umbrales de dolor los dias
1,3,5,7,9, 11, 13 y 15 de tratamiento con fdrmaco o vehiculo. El estadistico empleado es Shapiro-Wilk
(W), indicado para muestras menores de 30 casos. Significacion p<0,05.
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Utilizamos el estadistico de Levene para estimar la homogeneidad de varianzas. El
conjunto de datos presenta homogeneidad de varianzas en general. Encontramos una
excepcion en el séptimo dia de tratamiento (RyS dia 7) (F=5,347; p<0,05).Esto no
afectard a la estadistica inferencial puesto que el andlisis ANOVA se considera robusto
para la homogeneidad de varianzas, pero si al analisis post-hoc, en el cual utilizaremos

la correccion de Games-Howell, indicado cuando no pueden asumirse varianzas

homogéneas.

Prueba de homogeneidad de varianza

Estadistico de

Levene dfl df2 Sig.
RyS dia 1 Se basa en la media 2,724 2 18 ,093
RyS dia 3 Se basa en la media 1,777 2 18 ,198
RyS dia 5 Se basa en la media 3,323 2 18 ,059
RyS dia 7 Se basa en la media 5,347 2 18 ,015
RyS dia 9 Se basa en la media 1,639 2 18 222
RyS dia 11 Se basa en la media 1,142 2 18 ,341
RyS dia 13 Se basa en la media 3,583 2 18 ,050
RyS dia 15 Se basa en la media 1,441 2 18 ,263

Tabla 4.1.2.3: Pruebas de homogeneidad de varianzas de los datos obtenidos en el registro de umbrales
de dolorlos dias 1, 3, 5, 7, 9, 11, 13 y 15 de tratamiento con fdrmaco o vehiculo. El estadistico empleado
es Levene. Se puede observar que la variable RyS dia 7 no cumple el supuesto de homogeneidad de la

varianza. Significacion p<0,05.
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4.1.2.1 Primer dia de tratamiento (RyS dia 1)

Este registro se realiza tras dos horas de la primera dosis de farmaco o vehiculo, asi
que podemos considerarlo como la medida del efecto de una dosis aguda de farmaco
tras la implantacion del modelo de dolor. El test ANOVA evidencia que, en esta
primera fase, no existen diferencias estadisticamente significativas entre los grupos
(F=1,540; p>0,05) (Tabla 4.1.2.1.1). Como podemos observar en las comparaciones
multiples post-hoc de Bonferroni (Tabla 4.1.2.1.2), ningun grupo presenta diferencias
estadisticamente significativas respecto a ningln otro. Estos resultados se muestran

representados graficamente en la figura 4.1.2.1.1.

ANOVA
RyS dia 1
Suma de
cuadrados gl Media cuadratica |F Sig.
Entre grupos , 115 2 ,057 1,540 241
Dentro de grupos ,670 18 ,037
Total ,784 20

Tabla 4.1.2.1.1: Prueba ANOVA de un factor para muestras independientes en el registro de umbrales de
dolor del dia 1 de tratamiento con fdrmaco o vehiculo. F= 1,540; p>0,05. La diferencia de medias es
significativa en el nivel 0,05.

Comparaciones multiples

Variable dependiente: RyS dia 1

Diferencia 95% de intervalo de
0] () de confianza
Condicion experimental Condicion experimental | medias (I- | Error Limite Limite
J) estandar | Sig. inferior superior
Bonferroni RES-DUL RES-VEH ,13995 ,11262 ,690 [-,1573 4372
RES-PGB -,07816 ,09789 1,000 |-,3365 ,1802
RES-VEH RES-DUL -,13995 ,11262 ,690 [-,4372 ,1573
RES-PGB -,21811 ,12451 ,290 | -,5467 ,1105
RES-PGB RES-DUL ,07816 ,09789 1,000 [-,1802 ,3365
RES-VEH ,21811 ,12451 ,290 |-,1105 ,5467

Tabla 4.1.2.1.2: Tabla post-hoc de comparaciones multiples de Bonferroni. No se observan diferencias
estadisticamente significativas entre los grupos (p>0,05). La diferencia de medias es significativa en el
nivel 0,05.

Eva M. GONZALEZ SOLER TESIS DOCTORAL



RESULTADOS 143

La figura que vemos a continuaciéon (figura 4.1.2.1.1) no muestra diferencias
significativas entre los umbrales de dolor de los diferentes grupos. Sin embargo, se
aprecia una tendencia de los umbrales del dolor a aumentar en las ratas tratadas con
Duloxetina o Pregabalina respecto a las tratadas con vehiculo en el primer dia de

administracién de farmaco/vehiculo (F=1,540; p>0,05).

1,00

0,30

0,607

Dia 1 de tratamiento

0,40

RANDALL & SELITTO
Umbrales del dolor (Gr)

0,20

|
RES-VEH RES-PGEB RES-DLIL

Condicién experimental

Barras de error +- 2 SEM

Figura 4.1.2.1.1: El grdfico muestra que no hay diferencias estadisticamente significativas entre los
grupos el primer dia de tratamiento con fdrmaco o vehiculo en hiperalgesia mecdnica; sin embargo, se
aprecia una tendencia de los grupos tratados con farmaco al aumento de los umbrales del dolor. Las
barras de error muestran el error tipico de la media +/- 2.
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4.1.2.2 Tercer dia de tratamiento (RyS dia 3)

El test ANOVA evidencia diferencias estadisticamente significativas entre los grupos
(F=17,618; p<0,05) (Tabla 4.1.2.2.1). Para saber cdmo son esas diferencias, recurrimos
al analisis post-hoc de Bonferroni. Como podemos observar en la tabla 4.1.2.2.2, tanto
el grupo RES-DUL como el grupo RES-PGB muestran diferencias estadisticamente
significativas respecto al grupo RES-VEH, pero no entre si. Estos resultados se

muestran representados graficamente en la figura 4.1.2.2.1.

ANOVA
RyS dia 3
Suma de
cuadrados gl Media cuadratica |F Sig.
Entre grupos 1,166 2 ,583 17,618 ,000
Dentro de grupos ,596 18 ,033
Total 1,762 20

Tabla 4.1.2.2.1: Prueba ANOVA de un factor para muestras independientes en el registro de umbrales de
dolor del dia 3 de tratamiento con fdrmaco o vehiculo. F= 17,618; p<0,05. La diferencia de medias es
significativa en el nivel 0,05.

Comparaciones multiples

Variable dependiente: RyS dia 3

Diferencia 95% de intervalo
0} J) de de confianza

Condicién Experimental Condicién experimental medias (I- | Error Limite Limite
J) estandar | Sig. |inferior | superior

Bonferroni RES-DUL RES-VEH 62986 , 10621 ,000 |,3495 ,9102

RES-PGB ,19136 ,09232 , 159 | -,0523 ,4350

RES-VEH RES-DUL -,62986" |,10621 ,000 |-,9102 -,3495

RES-PGB -,43850* , 11742 ,005 |-,7484 -,1286

RES-PGB RES-DUL -,19136 ,09232  [,159 |-,4350 (,0523

RES-VEH ,43850* , 11742 ,005 |,1286 , 7484

Tabla 4.1.2.2.2: Tabla post-hoc de comparaciones multiples de Bonferroni. Se observan diferencias
estadisticamente significativas entre el grupo RES-DUL y el grupo RES-VEH (p<0,05) y entre el grupo RES-
PGBy el grupo RES-VEH (p<0,05). La diferencia de medias es significativa en el nivel 0,05.
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La figura que vemos a continuacioén (figura 4.1.2.2.1) muestra diferencias significativas
entre los umbrales de dolor de los diferentes grupos. Se observa un aumento en los
umbrales de las ratas tratadas con Duloxetina o Pregabalina respecto a las tratadas
con vehiculo en el tercer dia de administraciéon de farmaco/vehiculo (F=17,618;

p<0,05).
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Barras de error +- 2 SEM

Figura 4.1.2.2.1: En el grdfico se muestra un aumento significativo de los umbrales de dolor en las ratas
tratadas con Duloxetina (RES-DUL) y las ratas tratadas con Pregabalina (RES-PGB) respecto a las ratas
tratadas con vehiculo (RES-VEH) en el tercer dia de tratamiento. * Significacion p<0,05 respecto a RES-
VEH. ** Significacion p<0,05 respecto a RES-VEH. Las barras de error muestran el error tipico de la media
+/- 2.
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4.1.2.3 Quinto dia de tratamiento (RyS dia 5)

El test ANOVA evidencia diferencias estadisticamente significativas entre los grupos
(F=5,815; p<0,05) (Tabla 4.1.2.3.1). Para saber cémo son esas diferencias, recurrimos al
analisis post-hoc de Bonferroni. Como podemos observar en la tabla 4.1.2.3.2, tanto el
grupo RES-DUL como el grupo RES-PGB muestran diferencias estadisticamente
significativas respecto al grupo RES-VEH, pero no entre si. Estos resultados se

muestran representados graficamente en la figura 4.1.2.3.1.

ANOVA
RyS dia 5
Suma de
cuadrados gl Media cuadratica | F Sig.
Entre grupos 331 2 , 166 5,815 ,011
Dentro de grupos ,513 18 ,028
Total ,844 20

Tabla 4.1.2.3.1: Prueba ANOVA de un factor para muestras independientes en el registro de umbrales de
dolor del dia 5 de tratamiento con fdrmaco o vehiculo. F= 5,815; p<0,05. La diferencia de medias es
significativa en el nivel 0,05.

Comparaciones multiples

Variable dependiente: RyS dia 5

Diferencia 95% de intervalo
(N J) de de confianza

Condicion experimental  Condicion experimental | medias (I- | Error Limite Limite
J) estandar | Sig. | inferior | superior

Bonferroni RES-DUL RES-VEH 28733 ,09856 ,028 |,0272 ,5475

RES-PGB -,06767 ,08567 1,000 | -,2938 ,1584

RES-VEH RES-DUL -,28733" |,00856 |,028 [-5475 |-,0272

RES-PGB -,35500  |,10897 ,013 | -,6426 -,0674

RES-PGB RES-DUL ,06767 ,08567 1,000 | -,1584 ,2938

RES-VEH ,35500" ,10897 ,013 |,0674 ,6426

Tabla 4.1.2.3.2: Tabla post-hoc de comparaciones multiples de Bonferroni. Se observan diferencias
estadisticamente significativas entre el grupo RES-DUL y el grupo RES-VEH (p<0,05) y entre el grupo RES-
PGBy el grupo RES-VEH (p<0,05). La diferencia de medias es significativa en el nivel 0,05.
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La figura que vemos a continuacioén (figura 4.1.2.3.1) muestra diferencias significativas
entre los umbrales de dolor de los grupos que han recibido tratamiento con Duloxetina
o Pregabalina respecto al grupo tratado con vehiculo en el quinto dia de

administracién de farmaco/vehiculo (F=5,815; p<0,05).
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Figura 4.1.2.3.1: En el grdfico se muestra un aumento significativo de los umbrales de dolor en las ratas
tratadas con Duloxetina (RES-DUL) y las ratas tratadas con Pregabalina (RES-PGB) respecto a las ratas
tratadas con vehiculo (RES-VEH) en el quinto dia de tratamiento. * Significacion p<0,05 respecto a RES-
VEH. ** Significacion p<0,05 respecto a RES-VEH. Las barras de error muestran el error tipico de la media
+/- 2.
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4.1.2.4 Séptimo dia de tratamiento (RyS dia 7)

El test ANOVA evidencia diferencias estadisticamente significativas entre los grupos
(F=27,920; p<0,05) (Tabla 4.1.2.4.1). En este caso, para saber cdmo son esas
diferencias, recurrimos al analisis post-hoc de Games-Howell puesto que teniamos un
fallo en la homogeneidad de varianzas. Como podemos observar en la tabla 4.1.2.4.2,
todos los grupos muestran diferencias estadisticamente significativas entre si (p<0,05).

Estos resultados se muestran representados graficamente en la figura 4.1.2.4.1.

ANOVA
RyS dia 7
Suma de
cuadrados gl Media cuadratica | F Sig.
Entre grupos 1,201 2 ,600 27,920 ,000
Dentro de grupos ,387 18 ,022
Total 1,588 20

Tabla 4.1.2.4.1: Prueba ANOVA de un factor para muestras independientes en el registro de umbrales de
dolor del dia 7 de tratamiento con fdrmaco o vehiculo. F= 27,920; p<0,05. La diferencia de medias es
significativa en el nivel 0,05.

Comparaciones multiples

Variable dependiente: RyS dia 7

Diferencia 95% de intervalo
0] J) de de confianza

Condicién experimental  Condicidn experimental medias (I- | Error Limite Limite
J) estandar | Sig. |inferior | superior

Games-Howell RES-DUL RES-VEH ,63453" ,05335 ,000 |,4904 7787

RES-PGB 23686 ,07501 ,019 |,0388 ,4349

RES-VEH RES-DUL -,63453" | ,05335 ,000 |-,7787 -,4904

RES-PGB -39768" | 05531 ,001 |-,5723 -,2231

RES-PGB RES-DUL -23686" |[,07501 |[,019 [-4349 |-0388

RES-VEH ,39768" [,05531 |,001 |,2231 |,5723

Tabla 4.1.2.4.2: Tabla post-hoc de comparaciones multiples de Games-Howell. Se observan diferencias
estadisticamente significativas entre todos los grupos. La diferencia de medias es significativa en el nivel
0,05.
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La figura que vemos a continuacién (figura 4.1.2.4.1) muestra diferencias significativas
entre los umbrales de dolor de los diferentes grupos en el séptimo dia de
administracién de farmaco/vehiculo (F=27,920; p<0,05). Como se puede apreciar, el
grupo que ha recibido tratamiento con Duloxetina es el grupo que mas alto umbral de

dolor muestra.
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Figura 4.1.2.4.1: En el grdfico se muestra un aumento significativo de los umbrales de dolor en las ratas
tratadas con Duloxetina (RES-DUL) y las ratas tratadas con Pregabalina (RES-PGB) respecto a las ratas
tratadas con vehiculo (RES-VEH) en el séptimo dia de tratamiento,; asimismo, se muestra una diferencia
estadisticamente significativa entre los grupos RES-DUL y RES-VEH. * Significacion p<0,05 respecto a
RES-VEH. ** Significacion p<0,05 respecto a RES-VEH. *** Significacion p<0,05 de RES-DUL con respecto
a RES-PGB. Las barras de error muestran el error tipico de la media +/- 2.
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4.1.2.5 Noveno dia de tratamiento (RyS dia 9)

El test ANOVA evidencia diferencias estadisticamente significativas entre los grupos
(F=14,485; p<0,05) (Tabla 4.1.2.5.1). Para saber cdmo son esas diferencias, recurrimos
al andlisis post-hoc de Bonferrroni, y como podemos observar en la tabla 4.1.2.5.2, los
grupos que han sido tratados o bien con Duloxetina o bien con Pregabalina muestran
diferencias estadisticamente significativas respecto al grupo tratado con vehiculo
(p<0,05), pero no muestran diferencias estadisticamente significativas entre si

(p>0,05). Estos resultados se muestran representados graficamente en la figura

4,1.2.5.1.
ANOVA
RyS dia 9
Suma de
cuadrados gl Media cuadratica | F Sig.
Entre grupos ,897 2 ,448 14,485 ,000
Dentro de grupos ,557 18 ,031
Total 1,454 20

Tabla 4.1.2.5.1: Prueba ANOVA de un factor para muestras independientes en el registro de umbrales de
dolor del dia 9 de tratamiento con fdrmaco o vehiculo. F= 14,485, p<0,05. La diferencia de medias es
significativa en el nivel 0,05.

Comparaciones multiples

Variable dependiente: RyS dia 9

Diferencia 95% de intervalo
n J) de de confianza

Condicion experimental  Condicion experimental | medias (I- | Error Limite Limite
J) estandar | Sig. |inferior | superior

Bonferroni RES-DUL RES-VEH 54835 , 10272 |,000 |,2772 ,8195

RES-PGB ,08768 ,08929 1,000 | -,1480 ,3233

RES-VEH RES-DUL -,54835* , 10272 ,000 |-,8195 -,2772

RES-PGB -,46067° |,11357 |,002 [-7604 [-,1610

RES-PGB RES-DUL -,08768 ,08929 1,000 | -,3233 ,1480

RES-VEH 46067 , 11357 ,002 ],1610 , 7604

Tabla 4.1.2.5.2: Tabla post-hoc de comparaciones multiples de Bonferroni. Se observan diferencias
estadisticamente significativas entre el grupo RES-DUL y el grupo RES-VEH (p<0,05) y entre el grupo RES-
PGB y el grupo RES-VEH (p<0,05). La diferencia de medias es significativa en el nivel 0,05.
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La figura que vemos a continuacioén (figura 4.1.2.5.1) muestra diferencias significativas
entre los umbrales de dolor de los grupos que han recibido tratamiento con Duloxetina
y los que han sido tratados con Pregabalina respecto al grupo tratado con vehiculo en

el noveno dia de administracion de farmaco/vehiculo (F=14,485; p<0,05).
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Figura 4.1.2.5.1: En el grdfico se muestra un aumento significativo de los umbrales de dolor en las ratas
tratadas con Duloxetina (RES-DUL) y las ratas tratadas con Pregabalina (RES-PGB) respecto a las ratas
tratadas con vehiculo (RES-VEH) en el noveno dia de tratamiento. * Significacion p<0,05 respecto a RES-
VEH. ** Significacion p<0,05 respecto a RES-VEH. Las barras de error muestran el error tipico de la media
+/- 2.
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4.1.2.6 Decimoprimer dia de tratamiento (RyS dia 11)

El test ANOVA evidencia diferencias estadisticamente significativas entre los grupos
(F=5,959; p<0,05) (Tabla 4.1.2.6.1). Para saber cémo son esas diferencias, recurrimos al
analisis post-hoc de Bonferrroni, y como podemos observar en la tabla 4.1.2.6.2, los
grupos que han sido tratados o bien con Duloxetina o bien con Pregabalina muestran
diferencias estadisticamente significativas respecto al grupo tratado con vehiculo
(p<0,05), pero no muestran diferencias estadisticamente significativas entre si

(p>0,05). Estos resultados se muestran representados graficamente en la figura

4.1.2.6.1.
ANOVA
RyS dia 11
Suma de
cuadrados gl Media cuadratica | F Sig.
Entre grupos ,499 2 ,250 5,959 ,010
Dentro de grupos , 754 18 ,042
Total 1,253 20

Tabla 4.1.2.6.1: Prueba ANOVA de un factor para muestras independientes en el registro de umbrales de
dolor del dia 11 de tratamiento con fdrmaco o vehiculo. F=5,959; p<0,05. La diferencia de medias es
significativa en el nivel 0,05.

Comparaciones multiples

Variable dependiente: RyS dia 11

Diferencia 95% de intervalo
n ) de de confianza

Condicién experimental Condicion experimental | medias (I- | Error Limite Limite
J) estandar | Sig. |inferior | superior

Bonferroni RES-DUL RES-VEH ;39994 , 11948 [,011 (,0846 , 7153

RES-PGB ,02310 ,10386 1,000 | -,2510 ,2972

RES-VEH RES-DUL -,39994" |,11948 ,011 | -,7153 -,0846

RES-PGB -37684  |,13209 [,032 [-7255 |-,0282

RES-PGB RES-DUL -,02310 ,10386 1,000 | -,2972 ,2510

RES-VEH ,37684° ,13209 ,032 |,0282 , 7255

Tabla 4.1.2.6.2: Tabla post-hoc de comparaciones multiples de Bonferroni. Se observan diferencias
estadisticamente significativas entre el grupo RES-DUL y el grupo RES-VEH (p<0,05) y entre el grupo RES-
PGB y el grupo RES-VEH (p<0,05). La diferencia de medias es significativa en el nivel 0,05.
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La figura que vemos a continuacioén (figura 4.1.2.6.1) muestra diferencias significativas
entre los umbrales de dolor de los grupos que han recibido tratamiento con Duloxetina
y los que han recibido tratamiento con Pregabalina respecto al grupo tratado con
vehiculo en el decimoprimer dia de administracion de farmaco/vehiculo (F=5,959;

p<0,05).

1,201 * *%*

1,007

0,50

0,601

RANDALL & SELITTO
Umbrales del dolor (Gr)
Dia 11 de tratamiento

0,40+

0,207

T
RES-VEH RES-PGE RES-DUL

Condicion experimental

Barras de error, +- 2 SEM

Figura 4.1.2.6.1: En el grdfico se muestra un aumento significativo de los umbrales de dolor en las ratas
tratadas con Duloxetina (RES-DUL) y las ratas tratadas con Pregabalina (RES-PGB) respecto a las ratas
tratadas con vehiculo (RES-VEH) en el decimoprimer dia de tratamiento. * Significacion p<0,05 respecto
a RES-VEH. ** Significacion p<0,05 respecto a RES-VEH. Las barras de error muestran el error tipico de la
media +/- 2.
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4.1.2.7 Decimotercer dia de tratamiento (RyS dia 13)

El test ANOVA evidencia diferencias estadisticamente significativas entre los grupos
(F=5,705; p<0,05) (Tabla 4.1.2.7.1). Para saber cémo son esas diferencias, recurrimos al
analisis post-hoc de Bonferrroni, y como podemos observar en la tabla 4.1.2.7.2, los
grupos que han sido tratados o bien con Duloxetina o bien con Pregabalina muestran
diferencias estadisticamente significativas respecto al grupo tratado con vehiculo
(p<0,05), pero no muestran diferencias estadisticamente significativas entre si

(p>0,05). Estos resultados se muestran representados graficamente en la figura

4.1.2.7.1.
ANOVA
RyS dia 13
Suma de
cuadrados gl Media cuadratica |F Sig.
Entre grupos ,584 2 ,292 5,705 ,012
Dentro de grupos ,921 18 ,051
Total 1,504 20

Tabla 4.1.2.7.1: Prueba ANOVA de un factor para muestras independientes en el registro de umbrales de
dolor del dia 13 de tratamiento con fdrmaco o vehiculo. F=5,705; p<0,05. La diferencia de medias es
significativa en el nivel 0,05.

Comparaciones multiples

Variable dependiente: RyS dia 13

Diferencia 95% de intervalo
n ) de de confianza

Condicién experimental Condicion experimental | medias (- | Error Limite Limite
J) estandar | Sig. | inferior | superior

Bonferroni RES-DUL RES-VEH 43201 , 13205 ,013 |,0835 , 7805

RES-PGB ,02341 , 11478 1,000 | -,2795 ,3263

RES-VEH RES-DUL -,43201" |,13205 |,013 [-7805 [-,0835

RES-PGB -,40860" [,14599 [,036 [-7939 |-,0233

RES-PGB RES-DUL -,02341 , 11478 1,000 | -,3263 ,2795

RES-VEH 40860 ,14599 [,036 |,0233 ,7939

Tabla 4.1.2.7.2: Tabla post-hoc de comparaciones multiples de Bonferroni. Se observan diferencias
estadisticamente significativas entre el grupo RES-DUL y el grupo RES-VEH (p<0,05) y entre el grupo RES-
PGB y el grupo RES-VEH (p<0,05). La diferencia de medias es significativa en el nivel 0,05.
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La figura que vemos a continuacioén (figura 4.1.2.7.1) muestra diferencias significativas
entre los umbrales de dolor de los grupos que han recibido tratamiento con Duloxetina
y los tratados con Pregabalina respecto al grupo tratado con vehiculo en el

decimotercer dia de administracién de farmaco/vehiculo (F=5,705; p<0,05).

1,204 **

1,004

0,50

0,60

RANDALL & SELITTO
Umbrales del dolor (Gr)
Dia 13 de tratamiento

0,40

0,20

I
RES-EH RES-PGE RES-DLUL

Condicion experimental

Barras de error, +- 2 SEM

Figura 4.1.2.7.1: En el grdfico se muestra un aumento significativo de los umbrales de dolor en las ratas
tratadas con Duloxetina (RES-DUL) y las ratas tratadas con Pregabalina (RES-PGB) respecto a las ratas
tratadas con vehiculo (RES-VEH) en el decimotercer dia de tratamiento. * Significacion p<0,05 respecto a
RES-VEH. ** Significacion p<0,05 respecto a RES-VEH. Las barras de error muestran el error tipico de la
media +/- 2.
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4.1.2.8 Decimoquinto dia de tratamiento (RyS dia 15)

El test ANOVA evidencia diferencias estadisticamente significativas entre los grupos
(F=36,777; p<0,05) (Tabla 4.1.2.8.1). Para saber como son esas diferencias, recurrimos
al analisis post-hoc de Bonferrroni, y como podemos observar en la tabla 4.1.2.8.2,
todos los grupos muestran diferencias estadisticamente significativas entre si (p<0,05).

Estos resultados se muestran representados graficamente en la figura 4.1.2.8.1.

ANOVA
RyS dia 15
Suma de
cuadrados gl Media cuadratica | F Sig.
Entre grupos 1,546 2 773 36,777 ,000
Dentro de grupos ,378 18 ,021
Total 1,924 20

Tabla 4.1.2.8.1: Prueba ANOVA de un factor para muestras independientes en el registro de umbrales de
dolor del dia 15 de tratamiento con fdrmaco o vehiculo. F=36,777; p<0,05. La diferencia de medias es
significativa en el nivel 0,05.

Comparaciones multiples

Variable dependiente: RyS dia 15

Diferencia 95% de intervalo
0] J) de de confianza

Condicién experimental  Condicidn experimental medias (I- | Error Limite Limite
J) estandar | Sig. |inferior | superior

Bonferroni RES-DUL RES-VEH 70976 ,08465 ,000 |,4864 ,9332

RES-PGB ,31548" ,07358 ,001 ],1213 ,5097

RES-VEH RES-DUL -,70976" | ,08465 ,000 |-,9332 -,4864

RES-PGB -,39428" | ,09358 ,002 | -,6413 -,1473

RES-PGB RES-DUL -,31548" | ,07358 ,001 | -,5097 -,1213

RES-VEH ,39428" [,09358 |,002 |,1473 |,6413

Tabla 4.1.2.8.2: Tabla post-hoc de comparaciones multiples de Bonferroni. Se observan diferencias
estadisticamente significativas entre todos los grupos. La diferencia de medias es significativa en el nivel
0,05.
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La figura que vemos a continuacioén (figura 4.1.2.8.1) muestra diferencias significativas
entre los umbrales de dolor de los diferentes grupos en el decimoquinto dia de
administracién de farmaco/vehiculo (F=36,777; p<0,05). Como se puede apreciar, el
grupo que ha recibido tratamiento con Duloxetina es el grupo que mas alto umbral de

dolor muestra.

1,507 *k%k

1,00

RANDALL & SELITTO
Umbrales del dolor (Gr)
Dia 15 de tratamiento

0,50

1
RES-YEH RES-PGE RES-DLUL

Condicion experimental

Barras de error +- 2 SEM

Figura 4.1.2.8.1: En el grdfico se muestra un aumento significativo de los umbrales de dolor en las ratas
tratadas con Duloxetina (RES-DUL) y las ratas tratadas con Pregabalina (RES-PGB) respecto a las ratas
tratadas con vehiculo (RES-VEH) en el decimoquinto dia de tratamiento; asimismo, se muestra una
diferencia estadisticamente significativa entre los grupos RES-DUL y RES-VEH. * Significacion p<0,05
respecto a RES-VEH. ** Significacion p<0,05 respecto a RES-VEH. *** Significacion p<0,05 de RES-DUL
con respecto a RES-PGB. Las barras de error muestran el error tipico de la media +/- 2.
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4.1.2.9 Variacion global de los umbrales de dolor en hiperalgesia mecdnica

La Figura 4.1.2.9.1 muestra las variaciones halladas en los umbrales de dolor referidos
a la hiperalgesia mecdanica entre los grupos tratados con farmaco respecto de los

tratados con vehiculo a lo largo de los dias de registro.
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Figura 4.1.2.9.1: En el grdfico se muestra un aumento significativo global de los umbrales de dolor
referentes a la hiperalgesia mecdnica en las ratas tratadas con Duloxetina o Pregabalina respecto a las
ratas tratadas con vehiculo en los dias 3, 5, 9, 11 y 13 de tratamiento. Sin embargo, en el primer dia de

tratamiento, la “dosis aguda de farmaco”, no se han encontrado diferencias estadisticamente
significativas con respecto a las tratadas con vehiculo. Por otra parte, la Duloxetina muestra un pico de
aumento de los umbrales del dolor en los dias 7 y 15, mostrando diferencias estadisticamente
significativas tanto con RES-VEH como con RES-PGB. *Significacion p<0,05 respecto de RES-VEH. **
Significacion p<0,05 respecto de RES-VEH. *** Significacion p<0,05 entre RES-PGB y RES-DUL. 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

El test conductual Forced Swimming Test (FST) tiene dos fases, la fase de Pretest y la
fase de Test. El Pretest es un paso que ha de ser necesariamente realizado, pero
generalmente no tiene que ser analizado; sélo si los animales han sido sometidos a
manipulaciones previas que podrian alterar su comportamiento en la prueba de
natacion inicial (Slattery and Cryan, 2012). En este caso no la hemos realizado porque
todos los animales han estado expuestos a la misma condicidén de reserpinizacion, y en
estudios anteriores de nuestro laboratorio se ha demostrado que no existen
diferencias estadisticamente significativas entre los animales tratados con reserpina y

los tratados con vehiculo en la fase de Pretest (data not shown).

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 FST de sintomas depresivos en la fase de Test. Un andlisis mas

detallado de los descriptivos de esta muestra puede encontrarse en el Anexo Ill.

Estadisticos descriptivos

Desviacion
N Media estandar [ Asimetria Curtosis
Error Error

Estadistico | Estadistico | Estadistico | Estadistico | estandar Estadistico | estandar
Nadar 24 13,04 7,463 ,033 472 -1,354 ,918
Escalar 24 2,13 2,401 1,731 472 2,739 ,918
Inmovilidad 24 44,88 8,002 -,019 AT2 -1,273 ,918
N valido (por ”
lista)

Tabla 4.2.1.2.1: Tabla resumen de los estadisticos descriptivos para las medidas de conductas
observadas en FST. Se han obtenido recuento de casos, media, desviacion tipica, asimetria y curtosis.
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El test de normalidad Shapiro-Wilk para muestras inferiores a 30 casos muestra

normalidad en todos los casos (p>0,05), como se puede observar en la tabla 4.2.1.2.2.

Prueba de normalidad

Condicién experimental Shapiro-Wilk

Nadar RES-VEH ,951 9 ,696
RES-PGB ,978 7 ,949
RES-DUL ,943 8 ,636

Escalar RES-VEH ,903 9 ,273
RES-PGB ,840 7 ,099
RES-DUL ,950 8 716

Inmovilidad RES-VEH ,920 9 ,396
RES-PGB ,874 7 ,203
RES-DUL ,982 8 ,972

Tabla 4.2.1.2.2: Pruebas de normalidad de los datos obtenidos en el registro de conductas en FST. El
estadistico empleado es Shapiro-Wilk (W), indicado para muestras menores de 30 casos. Todos los casos
cumplen el supuesto de normalidad. Significacion p<0,05.

Utilizamos el estadistico de Levene para estimar la homogeneidad de varianzas (Tabla
4.2.1.2.3). El conjunto de datos no presenta homogeneidad de varianzas en ningun
caso (p<0,05). Esto no afectara a la estadistica inferencial puesto que el andlisis ANOVA
se considera robusto para la homogeneidad de varianzas; sin embargo, si afecta al
analisis post-hoc, en el que emplearemos la correcciéon de Games-Howell, indicada

cuando no pueden asumirse varianzas homogéneas.

Prueba de homogeneidad de varianza

Estadistico de

Levene dfl df2 Sig.
Nadar Se basa en la media 7,562 2 21 ,003
Escalar Se basa en la media 5,645 2 21 ,011
Inmovilidad Se basa en la media 4,264 2 21 ,028

Tabla 4.2.1.2.3: Pruebas de homogeneidad de las varianzas de los datos obtenidos en el registro de
conductas en FST. El estadistico empleado es Levene. Ningun caso cumple el supuesto de homogeneidad.
Significacion p<0,05.

En cuanto al analisis inferencial, se realiza un andlisis de varianzas ANOVA de un factor
para muestras independientes para la comparacion de los grupos RES-VEH, RES-DUL y
RES-PGB en las tres conductas estudiadas (nadar, escalar, inmovilidad). Para las

pruebas post-hoc, empleamos la correccion de Games-Howell, como ya hemos

explicado previamente.
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En primer lugar, respecto a la conducta de NADAR, el test ANOVA evidencia diferencias
estadisticamente significativas entre los grupos (F=36,788; p<0,05) (Tabla 4.2.1.2.4). El
analisis post-hoc de Games-Howell indica, como podemos observar en la tabla
4.2.1.2.5, que tanto el grupo RES-DUL como el grupo RES-PGB muestran diferencias
estadisticamente significativas respecto al grupo RES-VEH, pero no entre si. Estos

resultados se muestran representados graficamente en la figura 4.2.1.2.1.

ANOVA
Nadar
Suma de
cuadrados gl Media cuadratica | F Sig.
Entre grupos 996,528 2 498,264 36,788 ,000
Dentro de grupos 284,431 21 13,544
Total 1280,958 23

Tabla 4.2.1.2.4: Prueba ANOVA de un factor para muestras independientes en el registro de la conducta
de NADAR en el FST. F= 36,788; p<0,05. La diferencia de medias es significativa en el nivel 0,05.

Comparaciones multiples

Variable dependiente: Nadar

Diferencia 95% de intervalo
n ) de de confianza
Condicién experimental Condicion experimental | medias (I- | Error Limite Limite
J) estandar | Sig. | inferior | superior
Games-Howell RES-VEH RES-PGB -12,222" | ,997 ,000 |-14,90 -9,54
RES-DUL -14,097° [2,118 ,000 [-20,13 |-8,06
RES-PGB RES-VEH 12,222 ,997 ,000 9,54 14,90
RES-DUL -1,875 2,197 ,681 |-7,99 4,24
RES-DUL RES-VEH 14,097 2,118 ,000 |8,06 20,13
RES-PGB 1,875 2,197 ,681 |-4,24 7,99

Tabla 4.2.1.2.5: Tabla post-hoc de comparaciones multiples de Games-Howell. Se observan diferencias
estadisticamente significativas entre el grupo RES-DUL y el grupo RES-VEH (p<0,05) y entre el grupo RES-
PGB y el grupo RES-VEH (p<0,05). La diferencia de medias es significativa en el nivel 0,05.
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La Figura 4.2.1.2.1 muestra un aumento estadisticamente significativo (p<0,05) en la
conducta de nadar tanto en las ratas tratadas con Duloxetina como en las tratadas con

Pregabalina respecto a las tratadas con vehiculo en la fase de test del FST.
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Figura 4.2.1.2.1: En el grdfico se muestra un aumento significativo de la conducta de nadar en las ratas
tratadas con Duloxetina (RES-DUL) y las ratas tratadas con Pregabalina (RES-PGB) respecto a las ratas
tratadas con vehiculo (RES-VEH) en el FST. * Significacion p<0,05 respecto a RES-VEH. ** Significacion

p<0,05 respecto a RES-VEH. Las barras de error muestran el error tipico de la media +/- 2.
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En el caso de los datos obtenidos en la conducta de ESCALAR en la fase de test (Tabla

4.2.1.2.6), se encuentran diferencias estadisticamente significativas con el test

inferencial ANOVA de un factor (F=12,839; p<0,05). El posterior analisis post-hoc de

Games Howell (Tabla 4.2.1.2.7) muestra que esas diferencias existen entre el grupo

tratado con Duloxetina y los otros grupos, tanto el grupo tratado con Pregabalina

como el grupo tratado con vehiculo (p<0,05).

ANOVA
Escalar
Suma de
cuadrados gl Media cuadratica | F Sig.
Entre grupos 59,046 2 29,523 12,839 ,000
Dentro de grupos 48,288 21 2,299
Total 107,333 23

Tabla 4.2.1.2.6: Prueba ANOVA de un factor para muestras independientes en el registro de la conducta
de ESCALAR en el FST. F= 12,839; p<0,05. La diferencia de medias es significativa en el nivel 0,05.

Comparaciones multiples

Variable dependiente: Escalar

Diferencia 95% de intervalo
n J) de de confianza
Condicion experimental Condicion experimental | medias (I- | Error Limite Limite
J) estandar | Sig. | inferior | superior
Games Howell RES-VEH RES-PGB ,365 416 ,663 |-,72 1,45
RES-DUL -3,153" ,884 ,015 [-5,61 -,69
RES-PGB RES-VEH -,365 416 ,663 |-1,45 72
RES-DUL -3,518" ,863 ,008 |-5,96 -1,08
RES-DUL RES-VEH 3,153 ,884 ,015 |,69 5,61
RES-PGB 3,518 ,863 ,008 ]1,08 5,96

Tabla 4.2.1.2.7: Tabla post-hoc de comparaciones multiples de Games-Howell. Se observan diferencias
estadisticamente significativas entre el grupo RES-DUL y el grupo RES-VEH (p<0,05) y entre el grupo RES-
DUL y el grupo RES-PGB (p<0,05). La diferencia de medias es significativa en el nivel 0,05.
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El gréfico representado a continuacion muestra un aumento estadisticamente
significativo (p<0,05) en la conducta de escalar en el grupo tratado con Duloxetina
respecto al grupo tratado con Pregabalina y al grupo tratado con vehiculo en la fase de
test del FST. No se observan diferencias entre el grupo tratado con Pregabalina y el

grupo tratado con vehiculo (Figura 4.2.1.2.2).
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Figura 4.2.1.2.2: En el grdfico se muestra un aumento significativo de la conducta de nadar en las ratas
tratadas con Duloxetina (RES-DUL) respecto a las ratas tratadas con vehiculo (RES-VEH) y respecto a las
tratadas con Pregabalina (RES-PGB) en el FST. * Significacion p<0,05 respecto a RES-VEH. ** Significacion
p<0,05 respecto a RES-PGB. Las barras de error muestran el error tipico de la media +/- 2.
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En cuanto a la conducta de INMOVILIDAD, el test ANOVA evidencia diferencias
estadisticamente significativas entre los grupos (F=77,930; p<0,05) (Tabla 4.2.1.2.8).
Para saber cdmo son esas diferencias, recurrimos al andlisis post-hoc de Games-
Howell. Como podemos observar en la tabla 4.2.1.2.9, todos los grupos muestran
diferencias estadisticamente significativas entre si (p<0,05). Estos resultados se

muestran representados graficamente en la figura 4.2.1.2.3.

ANOVA
Inmovilidad
Suma de
cuadrados gl Media cuadratica | F Sig.
Entre grupos 1297,768 2 648,884 77,930 ,000
Dentro de grupos 174,857 21 8,327
Total 1472,625 23

Tabla 4.2.1.2.8: Prueba ANOVA de un factor para muestras independientes en el registro de la conducta
de INMOVILIDAD en el FST. F= 77,930; p<0,05. La diferencia de medias es significativa en el nivel 0,05.

Comparaciones multiples

Variable dependiente: Inmovilidad

Diferencia 95% de intervalo
n ) de de confianza
Condicion experimental  Condicidn experimental medias (I- | Error Limite Limite
J) estandar | Sig. |inferior | superior
Games-Howell RES-VEH RES-PGB 11,857 1,035 ,000 |8,94 14,77
RES-DUL 17,000 1,552 ,000 |12,59 21,41
RES-PGB RES-VEH 11,857 1,035 ,000 |-14,77 -8,94
RES-DUL 5,143 1,758 ,033 |,43 9,86
RES-DUL RES-VEH -17,000" | 1,552 ,000 |-21,41 -12,59
RES-PGB -5,143 1,758 ,033 ]-9,86 -,43

Tabla 4.2.1.2.9: Tabla post-hoc de comparaciones multiples de Games-Howell. Se observan diferencias
estadisticamente significativas entre el grupo RES-DUL y el grupo RES-VEH (p<0,05) y entre el grupo RES-
PGB y el grupo RES-VEH (p<0,05). También existen diferencias estadisticamente significativas entre los
dos grupos tratados con farmaco (RES-DUL y RES-PGB). La diferencia de medias es significativa en el
nivel 0,05.
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El siguiente grafico muestra una disminucién estadisticamente significativa (p<0,05) en
la conducta de INMOVILIDAD en el grupo tratado con Duloxetina y el tratado con
Pregabalina respecto al grupo tratado con vehiculo en la fase de test del FST. Sin
embargo, la disminucién de la conducta de inmovilidad del grupo tratado con
Pregabalina no llega al nivel de la observada en el grupo tratado con Duloxetina, y por
ello también existen diferencias estadisticamente significativas entre los grupos

tratados con farmaco (p<0,05) (Figura 4.2.1.2.3).
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Figura 4.2.1.2.3: En el grdfico se muestra una disminucion significativa de la conducta de inmovilidad en
FST de las ratas tratadas con Duloxetina (RES-DUL) y las ratas tratadas con Pregabalina (RES-PGB)
respecto a las ratas tratadas con vehiculo (RES-VEH); asimismo, se muestra una diferencia
estadisticamente significativa entre los grupos RES-DUL y RES-PGB. * Significacion p<0,05 respecto a
RES-VEH. ** Significacion p<0,05 respecto a RES-VEH. *** Significacion p<0,05 entre RES-DUL y RES-PGB.
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 FST entre los grupos tratados con farmaco o
con vehiculo. Se pueden observar las diferencias significativas entre el grupo tratado
con Duloxetina y el grupo tratado con vehiculo en las conductas de nadar, inmovilidad,
y de escalada; sin embargo, en el caso del grupo tratado con Pregabalina, encontramos
diferencias en las conductas de nadar y de inmovilidad respecto al grupo tratado con
vehiculo, pero no en la conducta de escalada. Asimismo, hay una diferencia entre los

grupos tratados con farmaco en las conductas de escalar y de inmovilidad.

Condicion
experimental
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M RES-PGE
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ESCALAR INMOV/ILIDAD
Conducta

Figura 4.2.1.2.4: Media de todas las conductas estudiadas en FST (NADAR, ESCALAR E INMOVILIDAD). Se
encuentran diferencias estadisticamente significativas de RES-DUL con respecto a RES-VEH en todas las
conductas. Se encuentras diferencias estadisticamente significativas entre RES-PGB y RES-VEH en las
conductas de NADAR e INMOVILIDAD. Encontramos diferencias estadisticamente significativas entre los
grupos RES-DUL y RES-PGB en las conductas de ESCALAR e INMOVILIDAD. *Significacion p<0,05 con
respecto a RES-VEH. ** Significacion p<0,05 respecto a RES-VEH. ***Significacion p<0,05 de RES-DUL
respecto a RES-PGB. 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

En la Tabla 4.2.2.1.1 se muestran los estadisticos descriptivos de los datos obtenidos
en el estudio del consumo de comida de los animales a los que se les realizé el
Novelty-suppressed feeding test (NSFT). Un analisis mas detallado de los

descriptivos de esta muestra puede encontrarse en el Anexo IV.

Estadisticos descriptivos

Desviacion

N Media estandar Asimetria Curtosis

Error Error

Estadistico | Estadistico | Estadistico | Estadistico | estandar | Estadistico | estandar

Comida ingerida

42 18,9702 2,90842 -,433 ,365 1,730 717
(@)
Dia de registro de
) 42 ,5000 ,50606 ,000 ,365 -2,103 717
ingesta
Condicién

42 1,0476 , 79487 -,087 ,365 -1,396 717

experimental

N valido (por lista) | 42
Tabla 4.2.2.1.1: Tabla resumen de los estadisticos descriptivos para el estudio de ingesta de comida
realizado a los animales cuyos sintomas depresivos fueron analizados mediante NSFT. Se han obtenido
recuento de casos, media, desviacion tipica, asimetria y curtosis.

El test de normalidad Shapiro-Wilk para muestras inferiores a 30 casos muestra que el
supuesto de normalidad se cumple en todos los casos (Tabla 4.2.2.1.2). Por otra parte,
el supuesto de homogeneidad de las varianzas también se cumple, este supuesto lo
hemos comprobado mediante el test de Levene para la homogeneidad de las varianzas

(Tabla 4.2.2.1.3).

Pruebas de normalidad

Condicién experimental Shapiro-Wilk

Comida ingerida (g) RES-VEH ,869 12 ,064
RES-PGB ,936 16 ,306
RES-DUL 911 14 ,161

Tabla 4.2.2.1.2: Pruebas de normalidad de los datos obtenidos para el estudio de ingesta de comida
realizado a los animales sometidos al NSFT. El estadistico empleado es Shapiro-Wilk (W), indicado para
muestras menores de 30 casos. Significacion p<0,05.
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Prueba de homogeneidad de varianza

Estadistico de
Levene dfl df2 Sig.

Comida ingerida (g) Se basa en la media 3,136 2 39 ,055

Tabla 4.2.2.1.3: Pruebas de homogeneidad de varianzas de los datos obtenidos para el estudio de
ingesta de comida de los animales sometidos al NSFT. El estadistico empleado es Levene. Se cumple el
supuesto de homogeneidad de varianzas. Significacion p<0,05.

La reserpina produce una anorexia muy notable en su fase de efecto mas agudo, pero
disminuye progresivamente desde su ultima dosis, alcanzando valores similares a los
observados durante el periodo de habituaciéon aproximadamente después del cuarto
dia después de la administracion de reserpina (Blasco-Serra et al., 2015). Para
comprobar que no haya diferencias en la ingesta de comida entre los dias de
habituacion de cada animal y el dia antes de comenzar la primera deprivacion,
realizamos una T de Student para muestras independientes entre la media de ingesta
de comida de la habituacién y la ingesta el dia antes de la primera deprivacidn para
cada condicién experimental. Como se puede observar en la tabla 4.2.2.1.4, no existen

diferencias estadisticamente significativas entre las variables (T=1,236; p>0,05).

Prueba de muestras independientes

Prueba de

Levene de

igualdad de

varianzas prueba t para la igualdad de medias
Comida  ingerida Diferencia | Diferencia [ 95% de intervalo de
(9) Sig. de de error | confianza de la diferencia
(Se asumen L F Sig. |t gl | (bilateral) | medias estandar | Inferior Superior
varianzas iguales) 3,482 ,069 1,236 40,224 1,10238 [,89183 |-,70008 2,90485

Tabla 4.2.2.1.4: Prueba T de student para muestras independientes entre la media de los valores de
ingesta del periodo de habituacion y la ingesta del dia anterior a la primera deprivacion. No existen
diferencias estadisticamente significativas entre los grupos. El nivel de significacion se ha establecido en
p<0,05.
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En la figura 4.2.2.1.1 puede observarse que no existen diferencias estadisticamente
significativas entre la media de la ingesta del periodo de habituacidon y la ingesta del

dia anterior a la primera deprivacion en cada uno de los grupos.

Dia de registro de
ingesta

habituacién
Dia previo a la primera

25,009 :Media de |a ingesta en
deprivacion

20,00

15,00

Comida ingerida (g)

10,00

5,007

RES-VEH RES-PGE RES-DLL

Condicién experimental

Barras de error: +~ 2 SEM

Figura 4.2.2.1.1: Media de la cantidad de comida ingerida en el periodo de habituacion y la cantidad de
comida ingerido el dia anterior a la primera deprivacion. Se han agrupado en condiciones
experimentales. No se encuentran diferencias estadisticamente significativas entre las ingestas. Las
barras de error muestran el error tipico de la media +/- 2.
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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 obtenidos

en el estudio mediante Novelty-suppressed feeding test de sintomas depresivos. Un

analisis mas detallado de los descriptivos de esta muestra puede encontrarse en el

Anexo V.

Estadisticos descriptivos

Desviacion
N Media estandar Asimetria Curtosis
Error Error
Estadistico | Estadistico | Estadistico | Estadistico | estandar | Estadistico | estandar
Tiempo en comer | 22 434,6818 |175,20638 |-,561 ,491 -1,433 ,953
Acercamiento
(veces por | 22 ,6605 ,54886 1,463 ,491 2,510 ,953
minuto)
Tocar/Oler (veces
] 22 ,4409 ,30655 ,542 ,491 -,503 ,953
por minuto)
(En jaula) Tiempo
22 50,4091 19,01293 |-,091 491 -,957 ,953
en comer
(En jaula)
Cantidad de | 22 1,8273 ,80545 1,042 ,491 , 752 ,953
comida ingerida
Condicién
) 22 2,05 ,844 -,091 491 -1,606 ,953
experimental
Come antes de
] 22 41 ,503 ,397 ,491 -2,037 ,953
los 5 minutos
N valido (por lista) | 22

Tabla 4.2.2.2.1: Tabla resumen de los estadisticos descriptivos para el estudio de las conductas
analizadas en NSFT y posteriormente las conductas de regreso a la jaula. Se han obtenido recuento de
casos, media, desviacion tipica, asimetria y curtosis.
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El test de normalidad Shapiro-Wilk para muestras inferiores a 30 casos muestra que el

supuesto de normalidad no se cumple en todos los casos, sino que tenemos

excepciones en las conductas de Tiempo en comer en el test (TIEMPO EN COMER) para

los grupos RES-VEH (W= 0,779; p<0,05) y RES-PGB (W=0,800; p<0,05) y en la conducta

de comida ingerida en jaula (EN JAULA- CANTIDAD DE COMIDA INGERIDA) para el

grupo RES-DUL (W=0,748; p<0,05), como se puede observar en la tabla 4.2.2.2.2. En

estos casos de no cumplimiento del supuesto, en la estadistica inferencial usaremos un

test no paramétrico correspondiente a ANOVA de un factor, el test Kruskal-Wallis para

variables independientes.

Pruebas de normalidad

Condicién experimental Shapiro-Wilk
Tiempo en comer RES-VEH 779 7 ,025
RES-DUL ,930 7 ,552
RES-PGB ,800 8 ,029
Acercamiento  (veces por RES-VEH ,899 7 ,325
minuto) RES-DUL ,806 7 ,050
RES-PGB ,880 8 ,187
Tocar/Oler (veces por minuto) RES-VEH ,909 7 ,392
RES-DUL ,821 7 ,066
RES-PGB ,944 8 ,653
(En jaula) Tiempo en comer RES-VEH ,965 7 ,863
RES-DUL ,926 7 ,521
RES-PGB ,926 8 ,484
(En jaula) Cantidad de comida RES-VEH 974 7 ,928
ingerida RES-DUL 748 7 ,012
RES-PGB ,930 8 ,520

Tabla 4.2.2.2.2: Pruebas de normalidad de los datos obtenidos para el estudio de las conductas
analizadas en NSFT y posteriormente las conductas de regreso a la jaula. El estadistico empleado es
Shapiro-Wilk (W), indicado para muestras menores de 30 casos. En el caso de la variable Tiempo en

comer, los grupos RES-VEH y RES-PGB no cumplen el supuesto de normalidad. En el caso de la variable
(En jaula) Cantidad de comida ingerida, el grupo RES-DUL no cumple el supuesto de normalidad.
Significacion p<0,05.
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Utilizamos el estadistico de Levene para estimar la homogeneidad de varianzas (Tabla
4.2.2.2.3). El conjunto de datos presenta homogeneidad de varianzas salvo para las
conductas de tiempo en comer en el test (TIEMPO EN COMER) (F=4,280; p<0,05) y
veces por minuto que el animal se acerca al centro del test (ACERCAMIENTO-VECES
POR MINUTO-) (F=4,741; p<0,05). En el caso de la conducta de Acercamiento (veces
por minuto), esto no afectara a la estadistica inferencial puesto que el andlisis ANOVA
se considera robusto para la homogeneidad de varianzas, pero si al analisis post-hoc,
en el cual utilizaremos el analisis Games-Howell, indicado cuando no pueden asumirse

varianzas homogéneas.

Prueba de homogeneidad de varianza

Estadistico de
Levene dfl df2 Sig.
Tiempo en comer Se basa en la media | 4,280 2 19 ,029
Acercamiento (veces por Se basa en la media
] 4,741 2 19 ,021
minuto)
Tocar/Oler (veces por Se basa en la media
i 2,443 2 19 114
minuto)
(En jaula) Tiempo en Se basaen la media
,373 2 19 ,694
comer
(En jaula) Cantidad de Se basa enla media
o ) 1,848 2 19 ,185
comida ingerida

Tabla 4.2.2.2.3: Pruebas de homogeneidad de varianzas de los datos obtenidos para el estudio de las
conductas analizadas en NSFT y posteriormente las conductas de regreso a la jaula. El estadistico
empleado es Levene. Se cumple el supuesto de homogeneidad de varianzas excepto en los casos de las
variables Tiempo en comer (F=4,280; p<0,05) y Acercamiento (Veces por minuto) (F=4,741; p<0,05).
Significacion p<0,05.

TESIS DOCTORAL EvA M. GONZALEZ SOLER



114 RESULTADOS

4.2.2.2.1 Tiempo en comer

Continuando con la estadistica inferencial; en primer lugar, analizamos la conducta de
la variable tiempo en comer entre los tres grupos. El andlisis no paramétrico de

Kruskal-Wallis para muestras independientes muestra diferencias estadisticamente

significativas entre los grupos (p<0,05) (Tabla 4.2.2.2.1.1).
Resumen de contrastes de hipdtesis
Hipdtesis nula Frusba Sig. Decisidn
Frueba de
L . . uzhal-
La distribucion de Tiempo &n com alliz para Rechace la
1 esla misma entre las categarias demuestrgs 001 | hipatesis

Candicion experimental. independiente nula.

£

Se muestran significaciones asintéticas. El nivel de significancia es 05,

Tabla 4.2.2.2.1.1: Prueba no paramétrica Kruskal-Wallis para muestras independientes en el registro del
tiempo que tarda en comer del centro del NSFT. p<0,05. La diferencia de medias es significativa en el
nivel 0,05.

Las correspondientes pruebas post-hoc de comparacion por pares evidencian que esas
diferencias son entre el grupo RES-DUL respecto a los grupos RES-VEH y RES-PGB. Sin
embargo, los grupos RES-VEH y RES-PGB no muestran diferencias estadisticamente

significativas entre si (Tabla 4.2.2.2.2).

Estadistico Estandar Desv. Estadistico . . .
Muestra 1-Muestra 2 de prueba Error de prueba Sig. Sig. ajust.
RES-DUL-RES-VEH 9643 3435 2,808 005 015
RES-DUL-RES-PGB -12,188 3325 -3 B65 000 001
RESVEH-RES-PGB -2545 3325 -, 765 A44 1,000

Tabla 4.2.2.2.1.2: Comparaciones por pares post-hoc al Kruskal-Wallis para la variable tiempo en comer
en el NSFT. Se observan diferencias estadisticamente significativas entre el grupo RES-DUL y el grupo
RES-VEH (p<0,05) y entre el grupo RES-DUL y el grupo RES-PGB (p<0,05). La diferencia de medias es
significativa en el nivel 0,05.
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La figura que vemos a continuacion (Figura 4.2.2.2.1.1) muestra un descenso
significativo de la latencia en comer en el grupo experimental tratado con Duloxetina

respecto a los grupos tratados o bien con vehiculo o bien con Pregabalina (p<0,05).

1.000,00 *%

800,00

600,00

400,004

Latencia (Tiempo) en comer (s)

200,00

I
RES-VEH RES-PGE RES-DUL

Condicion experimental

Barras de error; +- 2 SEM

Figura 4.2.2.2.1.1: En el grdfico se muestra un descenso significativo de la latencia en comer (el tiempo
que tardan en comer del centro del test) en las ratas tratadas con Duloxetina (RES-DUL) con respecto a
las ratas tratadas con Pregabalina (RES-PGB) y a las ratas tratadas con vehiculo (RES-VEH) *
Significacion p<0,05 respecto a RES-VEH. ** Significacidon p<0,05 respecto a RES-PGB. Las barras de error
muestran el error tipico de la media +/- 2.
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4.2.2.2.2 Acercamiento (veces por minuto)

En segundo lugar, realizamos una prueba ANOVA de un factor para muestras
independientes para la comparacién de los grupos en la variable veces que el animal se
acerca al centro del test por minuto (ACERCAMIENTO-VECES POR MINUTO). Los
resultados muestran diferencias estadisticamente significativas entre los grupos (Tabla
4.2.2.2.2.1) (F=7,520; p<0,05). Para saber cdmo son esas diferencias, recurrimos al
correspondiente analisis post-hoc de Games-Howell, puesto que en este caso no se
cumplia el supuesto de homogeneidad de la varianza. Como podemos ver en la tabla
4.2.2.2.2.2, las diferencias se encuentras entre los grupos experimentales que han sido

tratados bien con Pregabalina bien con Duloxetina respecto al grupo tratado con

vehiculo.
ANOVA
Acercamiento (veces por minuto)
Suma de
cuadrados gl Media cuadratica | F Sig.
Entre grupos 1,831 2 915 7,520 ,004
Dentro de grupos 2,313 19 122
Total 4,144 21

Tabla 4.2.2.2.2.1: Prueba ANOVA de un factor para muestras independientes en el registro de la
conducta de acercamiento (veces por minuto) en el NSFT. F= 7,520; p<0,05. La diferencia de medias es
significativa en el nivel 0,05.

Comparaciones multiples

Variable dependiente: Acercamiento (veces por minuto)

Diferencia 95% de intervalo
0] J) de de confianza
Condicion experimental  Condicién experimental medias (I- | Error Limite Limite
J) estandar | Sig. | inferior | superior
Games-Howell RES-VEH RES-DUL -,60714" |,18871 ,032 |-1,1528 |-,0615
RES-PGB -,62946" | ,13708 ,002 ]-1,0019 [-,2571
RES-DUL RES-VEH 60714 , 18871 ,032 |,0615 1,1528
RES-PGB -,02232 ,21449 ,994 | -,6027 ,5581
RES-PGB RES-VEH ,62946" , 13708 ,002 |,2571 1,0019
RES-DUL ,02232 ,21449 ,994 | -,5581 ,6027

Tabla 4.2.2.2.2.2: Tabla post-hoc de comparaciones multiples de Games-Howell. Se observan diferencias
estadisticamente significativas entre el grupo RES-DUL y el grupo RES-VEH (p<0,05) y entre el grupo RES-
PGBy el grupo RES-VEH. La diferencia de medias es significativa en el nivel 0,05.
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La figura que vemos a continuacién (Figura 4.2.2.2.2.1) muestra un aumento
significativo de los acercamientos al centro del test tanto en el grupo experimental
tratado con Duloxetina como en el grupo tratado con Pregabalina con respecto al

grupo tratado con vehiculo (p<0,05).

2,00

—
[=]
ey
g
= 150
g N
| =
o
o
$ *%x
9 _
e *
=
i
o 1004
]
=
2
E
m
o
| .
[ 1]
(4]
<L
0,50 R
0,00~ T
RES-WEH RES-PGE RES-DUL

Condicidon experimental

Barras de error, +- 2 SEM

Figura 4.2.2.2.2.1: En el grdfico se muestra un aumento significativo de las veces por minuto que el
animal se acerca al centro del test en las ratas tratadas con Duloxetina (RES-DUL) y las ratas tratadas
con Pregabalina (RES-PGB) con respecto a las ratas tratadas con vehiculo (RES-VEH) * Significacion
p<0,05 respecto a RES-VEH. ** Significacion p<0,05 respecto a RES-VEH. Las barras de error muestran el
error tipico de la media +/- 2.
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4.2.2.2.3 Tocar/Oler (veces por minuto)

En Jdltimo lugar, realizamos una prueba ANOVA de un factor para muestras
independientes para la comparacion de los grupos en la conducta de toca y/u oler la
comida emplazada en el centro del test. Los resultados muestran diferencias
estadisticamente significativas entre los grupos (F=4,371, p<0,05) (Tabla 4.2.2.2.3.1).
Para saber cdmo son esas diferencias, recurrimos al test post-hoc de Bonferroni de
comparaciones multiples. En la tabla 4.2.2.2.3.2 podemos comprobar cémo estas

diferencias se dan entre el grupo experimental tratado con Duloxetina y el grupo

tratado con vehiculo.
ANOVA
Tocar/Oler (veces por minuto)
Suma de
cuadrados gl Media cuadratica | F Sig.
Entre grupos ,622 2 311 4,371 ,027
Dentro de grupos 1,352 19 ,071
Total 1,973 21

Tabla 4.2.2.2.3.1: Prueba ANOVA de un factor para muestras independientes en el registro de la
conducta de tocar/oler (veces por minuto) en el NSFT. F= 4,371, p<0,05. La diferencia de medias es
significativa en el nivel 0,05.

Comparaciones multiples

Variable dependiente: Tocar/Oler (veces por minuto)

Diferencia 95% de intervalo
0] J) de de confianza

Condicion experimental Condicion experimental | medias (I- | Error Limite Limite
J) estandar | Sig. | inferior | superior

Bonferroni RES-VEH RES-DUL -,42143* , 14256 ,024 | -,7957 -,0472

RES-PGB -,20339  [,13803 |,471 [-5657 |,1590

RES-DUL RES-VEH 42143 , 14256 ,024 11,0472 , 71957

RES-PGB ,21804 ,13803 ,392 | -,1443 ,5804

RES-PGB RES-VEH ,20339 , 13803 471 1-,1590 ,5657

RES-DUL -,21804 ,13803 ,392 | -,5804 ,1443

Tabla 4.2.2.2.3.2: Tabla post-hoc de comparaciones multiples de Bonferroni. Se observan diferencias
estadisticamente significativas entre el grupo RES-DUL y el grupo RES-VEH (p<0,05). La diferencia de
medias es significativa en el nivel 0,05.
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La figura que vemos a continuacién (Figura 4.2.2.2.3.1) muestra un aumento
significativo de la conducta de tocar y/u oler la comida del centro del test en el grupo
experimental tratado con Duloxetina con respecto al grupo tratado con vehiculo, pero
no respecto al grupo tratado con Pregabalina (p<0,05). Asimismo, el grupo tratado con
Pregabalina y el grupo tratado con vehiculo no muestran diferencias estadisticamente

significativas entre si (p>0,05).

1,00 *

0,807

0,607

0,40+

Tocar/Oler (veces por minuto)

0,20

o,00- T
RES-VEH RES-PGB RES-DLL

Condicion experimental

Barras de error, +- 2 SEM

Figura 4.2.2.2.3.1: En el grdfico se muestra un descenso significativo de las veces por minuto que el
animal toca y/o huele la comida (pero no llega a comer) del centro del test en las ratas tratadas con
Duloxetina (RES-DUL) con respecto a las ratas tratadas con vehiculo (RES-VEH) * Significacion p<0,05

respecto a RES-VEH. Las barras de error muestran el error tipico de la media +/- 2.
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4.2.2.2.4 Conductas en jaula

Por otra parte, hemos analizado la latencia en comer y la cantidad de comida ingerida
una vez devuelto cada animal a su propia jaula durante los diez minutos
inmediatamente posteriores a la realizacidn del test. De este modo, nos aseguramos
de que las conductas observadas en el test son consecuencia de un estado de animo
depresivo y no a causa del hambre que los animales estén sintiendo en ese momento.
Para este propdsito, compararemos la muestra con un ANOVA de un factor para la
variable tiempo en comer en jaula y un test no paramétrico de Kruskal-Wallis para la

variable cantidad de comida ingerida en la jaula.

En caso de la primera variable, no se observan diferencias estadisticamente

significativas entre los grupos (Tabla 4.2.2.4.1) (F=1,525; p>0,05).

ANOVA
(En jaula) Tiempo en comer
Suma de Media
cuadrados gl cuadrdtica F Sig.
Entre grupos 1049,890 2 524,945 1,525 ,243
Dentro de grupos 6541,429 19 344,286
Total 7591,318 21

Tabla 4.2.2.4.1: Prueba ANOVA de un factor para muestras independientes en el registro de la conducta
de latencia en comer (tiempo en comer) una vez regresado cada animal a su jaula inmediatamente
después del test. F= 1,525; p>0,05. La diferencia de medias es significativa en el nivel 0,05.

En caso de la segunda variable, tampoco se observan diferencias estadisticamente

significativas entre los grupos (p>0,05). (Tabla 4.2.2.4.2).

Resumen de contrastes de hipitesis

Hipdtesi= nula Prusba Sig. Decisidn
Frueba de
La distribucion de (En jaula) Fruskal-

1 Cantidad de zomida ingerida es [Wallis para 247 Ei':'rﬁig: |a
misma entre las categarias de muestras ' nl.lFia
Condicion experimental. independienta :

]

Tabla 4.2.2.4.2: Prueba Kruskal-Wallis para muestras independientes en el registro de la conducta de
cantidad de comida ingerida) una vez regresado cada animal a su jaula inmediatamente después del
test. P<0,05. La diferencia de medias es significativa en el nivel 0,05.
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Estos resultados evidencian que todos los animales han comido al mismo tiempo y en
la misma cantidad independientemente de su condicidn experimental una vez de
vuelta a sus jaulas, alejadas de circunstancias ansiogénicas y de la lucha por la

supervivencia.

En las figuras que vemos a continuacién (Figura 4.2.2.4.1a, 4.2.2.4.1b) se muestra que
no hay diferencias estadisticamente significativas en ninguna de las variables medidas

en jaula.

—

Media de conducta en jaula
Tiempo en comer (s)

8
8
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>
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0,00~ T
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Barras d2 error. +/- 2 SEM

Figura 4.2.2.4.1a: El grdfico expone que no existen diferencias estadisticamente significativas entre los
grupos en la latencia en comer una vez los animales han regresado a la jaula tras el test. Las barras de
error muestran el error tipico de la media +/- 2.

Figura 4.2.2.4.1b: El grdfico expone que no existen diferencias estadisticamente significativas entre los
grupos en la cantidad de comida ingerida una vez los animales han regresado a la jaula tras el test. Las
barras de error muestran el error tipico de la media +/- 2.
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4.3 Resultados del estudio inmunohistqouimico

4.3.1 Resultados de Locus Coeruleus

4.3.1.1 Locus Coeruleus: Estudio de la evolucion de los patrones de activacion tras la

implantacion del modelo de FMS inducido por reserpina

En primer lugar, vamos a realizar un analisis de la evolucidn temporal de los patrones
de activacion de LC tras 6 horas, 5 dias y 15 dias de haber implantado el modelo de
FMS inducido por reserpina sin la aplicacion de Formalin Test(Tabla 4.3.1.1.1). Los
datos obtenidos representan % de area marcada con Fos, TH o ambos, respecto al total
del ndcleo. Un analisis mas detallado de los descriptivos de esta muestra puede

encontrarse en el Anexo VI.

Estadisticos descriptivos

Desviacion

N Media estandar Asimetria Curtosis

Error Error

Estadistico | Estadistico | Estadistico | Estadistico | estandar | Estadistico | estandar

% Area TH 25 44,88072 |8,299756 |,364 ,464 -,878 ,902
% Area FOS 25 2,12300 3,269705 1,438 ,464 481 ,902
%Area

25 2,19212 3,081748 |1,157 ,464 -,392 ,902

colocalizacion

N valido or
| por| .
lista)

Tabla 4.3.1.1.1: Tabla resumen de los estadisticos descriptivos para las medidas de inmunofluorescencia
tomadas del nucleo LC tras la administracion de reserpina. Se han obtenido recuento de casos, media,
desviacion tipica, asimetria y curtosis.

Eva M. GONZALEZ SOLER TESIS DOCTORAL



RESULTADOS 183

El test de normalidad Shapiro-Wilk muestra que el supuesto de normalidad se cumple

en todos los casos (Tabla 4.3.1.1.2).

Pruebas de normalidad

Condicion Experimental Shapiro-Wilk

% Area TH RES-FOS-6H ,920 8 430
RES-FOS-5D ,896 8 ,265
RES-FOS-15D ,941 9 ,593

% Area FOS RES-FOS-6H ,922 8 444
RES-FOS-5D ,904 8 ,316
RES-FOS-15D ,897 9 ,236

% Area colocalizacién RES-FOS-6H ,882 8 ,196
RES-FOS-5D ,914 8 ,380
RES-FOS-15D ,849 9 ,073

Tabla 4.3.1.1.2: Pruebas de normalidad de los datos obtenidos para el estudio inmunohistoquimico de LC
tras la administracion de reserpina. El estadistico empleado es Shapiro-Wilk (W). Significacidn p<0,05.

Por otra parte, se ha utilizado el estadistico de Levene para estimar la homogeneidad
de varianzas (Tabla 4.3.1.1.3). El conjunto de datos sélo presenta homogeneidad de
varianzas para el % Area TH (F=1,578; p>0,05), por lo que el resto no cumple el
supuesto de homogeneidad. Esto no afectara a la estadistica inferencial puesto que el
analisis ANOVA se considera robusto para la homogeneidad de varianzas, pero si al
analisis post-hoc, en el cual utilizaremos la correccion de Games-Howell, indicada

cuando no pueden asumirse varianzas homogéneas.

Prueba de homogeneidad de varianza

Estadistico de

Levene dfl df2 Sig.
% Area TH Se basa en la media 1,578 5 49 , 184
% Area FOS Se basa en la media 14,297 5 49 ,000
% Area colocalizacién Se basa en la media 14,408 5 49 ,000

Tabla 4.3.1.1.3: Pruebas de homogeneidad de varianzas de los datos obtenidos para el estudio
inmunohistoquimico de LC tras la administracion de reserpina. El estadistico empleado es Levene. % Area
TH es la unica variable que cumple el supuesto de homogeneidad de varianzas (F=1,578; p>0,05).
Significacion p<0,05.
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Continuando con la estadistica inferencial; el andlisis ANOVA de un factor para
muestras independientes muestra diferencias estadisticamente significativas entre los
grupos para las variables % Area FOS y % Area colocalizacién (p<0,05) (Tabla 4.3.1.1.4).
Para saber como son esas diferencias, recurrimos al correspondiente analisis post-hoc
de Games-Howell (puesto que no se cumple el supuesto de homogeneidad de la
varianza en estas variables). Como podemos ver en la tabla 4.3.1.1.5, observamos
diferencias estadisticamente significativas entre el grupo RES-FOS-6H y los grupos RES-
FOS-5D y RES-FOS-15D (p<0,05). Los grupos RES-FOS-5D y RES-FOS-15D no muestran
diferencias estadisticamente significativas entre si (p>0,05). No se encuentran

diferencias estadisticamente significativas entre los grupos en el % de 4rea de TH.

ANOVA
Suma de Media
cuadrados Gl cuadratica F Sig.
% Area TH Entre grupos 378,435 2 189,218 3,265 ,057
Dentro de
1274,828 22 57,947
grupos
Total 1653,263 24
% Area FOS Entre grupos 178,429 2 89,215 25,113 ,000
Dentro de
78,154 22 3,652
grupos
Total 256,583 24
%Area Entre grupos 198,459 2 99,230 74,070 ,000
colocalizacién Dentro de
29,473 22 1,340
grupos
Total 227,932 24

Tabla 4.3.1.1.4: Prueba ANOVA de un factor para muestras independientes para las medidas de
inmunofluorescencia de LC tras la administracion de reserpina. Se observan diferencias estadisticamente
significativas en % Area FOS (F=26,113; p<0,05) y en % Area colocalizacion (F= 74,070; p<0,05). No se
observan diferencias entre los grupos respecto a % Area TH (F= 3,265; p>0,05). La diferencia de medias
es significativa en el nivel 0,05.
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Comparaciones multiples

Diferencia 95% de intervalo
de de confianza
(DCondiciébn  (J)Condicién | medias (I- | Error Limite |Limite

Variable dependiente Experimental Experimental | J) estandar | Sig. | inferior | superior
Games- % Area FOS RES-FOS-6H RES-FOS-5D |[5,828625 |1,175845 |,004 |2,36827 |9,28898
Howell RES-FOS-

5,631847" |1,179239 |,005 |2,17110 |9,09260

15D

RES-FOS-5D RES-FOS-6H |-5,828625 | 1,175845 [,004 |-9,28898 |-2,36827

RES-FOS-
-196778 |,110587 |,221 |-,49489 |,10134

15D
RES-FOS- RES-FOS-6H | -5,631847" | 1,179239 |,005 |-9,09260 |-2,17110
15D RES-FOS-5D | ,196778 ,110587 | ,221 |-,10134 |,49489
%Area RES-FOS-6H RES-FOS-5D | 6,116000° |,717559 |,000 |4,00647 |8,22553

colocalizacion RES-FOS-

5,969819" |,722424 | ,000 |3,85947 |8,08017

15D

RES-FOS-5D RES-FOS-6H | -6,116000 |,717559 ,000 | -8,22553 | -4,00647

RES-FOS-
146181 |,103668 |,369 |-,42557 |,13321

15D
RES-FOS- RES-FOS-6H | -5,969819" |,722424 |,000 |-8,08017 |-3,85947
15D RES-FOS-5D | ,146181 ,103668 | ,369 |-,13321 |,42557

Tabla 4.3.1.1.5: Prueba post-hoc de comparaciones multiples de Games-Howell. Se observan diferencias
estadisticamente significativas en el grupo RES-FOS-6H con respecto a los grupos RES-FOS-5D y RES-FOS-
15D (p<0,05) tanto en el % de drea de Fos como en el % de colocalizacion. Por otra parte, los grupos RES-
FOS-5D y RES-FOS-15D no muestran diferencias estadisticamente significativas entre si (p>0,05). La
diferencia de medias es significativa en el nivel 0,05.
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Dada la elevada diferencia entre la media de % de area de TH y la % de area de fos y
colocalizacion, los datos se representan graficamente en figuras aparte: % de area de

TH (4.3.1.1.1) y % de area de fos y colocalizacién ( Figura 4.3.1.1.2).

La figura que vemos a continuacion (Figura 4.3.1.1.2) muestra un descenso significativo
del total de area del nucleo LC ocupada por células fos-positivas en los grupos RES-
FOS-5D y RES-FOS-15D con respecto al grupo RES-FOS-6H (p<0,05), y un descenso
significativo del total de area de colocalizacién de células fos-positivas en los grupos

RES-FOS-5D y RES-FOS-15D con respecto al grupo RES-FOS-6H (p<0,05) tras la

administracion de reserpina.

60,000

50,0007

40,000

30,000

Media % Area TH

20,000

10,000

RES-FOS-6H RES-FOS-3D RES-FOS-15D

Condicion Experimental
Figura 4.3.1.112: Representacidn grdfica de la comparacion de las medias de % Area TH entre los grupos

RES-FOS-6H, RES-FOS-5D Y RES-FOS15D. No existen diferencias estadisticamente significativas entre los
grupos. Las barras de error muestran el error tipico de la media +/- 2.
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M % AreaFoOS
% Area colocalizacion

10,000

8,000

Media % de Area

&,000

4,000

2,000

* **k

RES-FOS-6H RES-FOS-5D RES-FOS-15D

Condicion Experimental
Figura 4.3.1.1.2: En el grdfico se muestra un descenso significativo del total de drea del nucleo LC
ocupada por células fos-positivas en RES-FOS-5D y RES-FOS-15D con respecto a RES-FOS-6H (p<0,05), y
un descenso significativo del total de drea de colocalizacion de células fos-positivas en RES-FOS-5D y RES-
FOS-15D con respecto a RES-FOS-6H(p<0,05). * Significacion p<0,05 de % Area FOS respecto a RES-FOS-
6H. ** Significacion p<0,05 % Area colocalizacién respecto a RES-FOS-6H. Las barras de error muestran el
error tipico de la media +/- 2.

Un analisis de las medias del % de colocalizacion total de TH-FOS nos muestra la
evolucién en la colocalizacién desde las 6 horas tras la ultima reserpinizaciéon hasta el

15 dia tras la ultima reserpinizacion sin la aplicacién de formalin test.

94% 6%
99% 1%

Tabla 4.3.1.1.6: Porcentajes de colocalizacion total TH-FOS en la condicion a la que no se le aplica
Formalin Test. Los porcentajes de colocalizacion se mantienen muy altos durante toda la evolucion
temporal.
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4.3.1.2 Locus Coeruleus: Estudio de la evolucion de los patrones de activacion tras el

Test de Formalina en el modelo de FMS inducido por reserpina

Realizamos un analisis de la evolucién temporal de los patrones de activaciéon de LC en
los animales a los que se les ha realizado el test de la formalina (FT) a las 4 horas de la
tercera administracién de reserpina (se perfunden a las 6 horas de la ultima dosis de
reserpina), a los 5 dias y a los 15 dias de la tercera administracién de reserpina (Tabla
4.3.1.2.1). Un estudio mas detallado de los descriptivos de esta muestra puede

encontrarse en el Anexo VII.

Estadisticos descriptivos

Desviacion

N Media estandar Asimetria Curtosis

Error Error

Estadistico | Estadistico | Estadistico | Estadistico | estandar | Estadistico | estandar

% Area TH 30 49,03987 |9,230453 |,611 427 172 ,833
% Area FOS 30 2,37987 3,260780 |,934 427 -,927 ,833
%Area

30 1,99250 2,752162 |,967 427 -, 785 ,833

colocalizacion

N valido (por lista) | 30

Tabla 4.3.1.2.1: Tabla resumen de los estadisticos descriptivos para las medidas de inmunofluorescencia

tomadas del nucleo LC tras el test de la formalina en las ratas reserpinizadas. Se han obtenido recuento
de casos, media, desviacion tipica, asimetria y curtosis.

Pruebas de normalidad

Condicién Experimental Shapiro-Wilk

% Area TH RES-FOS-FT-6H ,918 10 ,340
RES-FOS-FT-5D ,914 10 ,308
RES-FOS-FT-15D ,965 10 ,842

% Area FOS RES-FOS-FT-6H ,946 10 ,618
RES-FOS-FT-5D ,765 10 ,005
RES-FOS-FT-15D , 710 10 ,001

% Avrea colocalizacion RES-FOS-FT-6H ,935 10 ,504
RES-FOS-FT-5D , 7192 10 ,012
RES-FOS-FT-15D ,688 10 ,001

Tabla 4.3.1.2.2: Pruebas de normalidad de los datos obtenidos para el estudio inmunohistoquimico en LC
de los animales a los que se les ha realizado el FT tras administrar la reserpina. El estadistico empleado
es Shapiro-Wilk (W). Significacion p<0,05.
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El test de normalidad Shapiro-Wilk muestra que el supuesto de normalidad no se
cumple en la variable % Area FOS para los grupos RES-FOS-FT-5D y RES-FOS-FT-15D, y
en la variable % colocalizacion para los grupos RES-FOS-FT-5D y RES-FOS-FT-15D (Tabla
4.3.1.2.2).

Por otra parte, se ha utilizado el estadistico de Levene para estimar la homogeneidad
de varianzas (Tabla 4.3.1.2.3). El conjunto de datos presenta homogeneidad de
varianzas para % Area TH (F=0,753; p>0,05), pero el resto no cumple el supuesto de

homogeneidad.

Prueba de homogeneidad de varianza

Estadistico de

Levene dfl df2 Sig.
% Area TH 753 2 27 ,481
% Area FOS 10,640 2 27 ,000
% Area colocalizacion 24,781 2 27 ,000

Tabla 4.3.1.2.3: Pruebas de homogeneidad de varianzas de los datos obtenidos para el estudio
inmunohistoquimico en LC de los animales a los que se les ha realizado el FT tras administrar la
reserpina. El estadistico empleado es Levene. % Area TH es la tnica variable que cumple el supuesto de
homogeneidad de varianzas (F=0,753; p>0,05). Significacion p<0,05.

Dado que no todas las condiciones experimentales cumplen el supuesto de
normalidad, recurriremos al test no paramétrico equivalente al ANOVA para muestras
independientes, el andlisis Kruskall-Wallis para muestras independientes, con su
correspondiente analisis post-hoc de comparacion por pares. El andlisis de la variable
% Area TH, al cumplir todos los supuestos, se realizara con un test ANOVA de un factor

para muestras independientes y con un post-hoc de Bonferroni.
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El analisis ANOVA de un factor para muestras independientes no muestra diferencias
estadisticamente significativas entre los grupos para la variable % Area TH (p>0,05)

(Tabla 4.3.1.2.4).

ANOVA
% Area TH
Suma de
cuadrados gl Media cuadratica | F Sig.
Entre grupos 46,611 2 23,305 ,260 773
Dentro de grupos 2424,226 27 89,786
Total 2470,837 29

Tabla 4.3.1.2.4: Prueba ANOVA de un factor para muestras independientes. No se observan diferencias
entre los grupos respecto al % de drea de TH (F= 0,260, p>0,05). La diferencia de medias es significativa
en el nivel 0,05.

El test no paramétrico Kruskall-Wallis muestra que hay diferencias estadisticamente
significativas entre los grupos en las variables % Area FOS y % Area colocalizacién
(p<0,05) (Tabla 4.3.1.2.5). Para saber como son esas diferencias, hemos recurrido a un
post-hoc de comparacién por pares. En ambos casos, las diferencias estadisticamente
significativas residen entre la condicion experimental RES-FOS-FT-6H vy las condiciones
RES-FOS-FT-5D y RES-FOS-FT-15D (p<0,05) (Tablas 4.3.1.2.6 y 4.3.1.2.7). No existen
diferencias estadisticamente significativas entre los grupos RES-FOS-FT-5D y RES-FOS-

FT-15D en ninguna de las variables (p>0,05).

Resumen de contrastes de hipotesis

Hipdtesi= nula Frusba Sig. Decisidn
Frueba de
L o8 : kruskal-
La distribucion de % Area FOS B allis para Rechace la

000 | hipotesis
nula.

1 la misma entre las categorias de

T ; muestras
Condician Experimental.

independiente
=

. Frueba de
La distribucian de % Area Fruskal-
2 calacalizacidn es la misma entre Wallis para ann Eie?fnea;: bl
laz categorias de Condician muestrazs ' nul:ia
Experimental. independiente :

=

Tabla 4.3.1.2.5: Pruebas Kruskal-Wallis para muestras independientes para las variables % Area FOS y %
Area colocalizacién. Se encuentran diferencias estadisticamente significativas en ambos casos (p<0,05).
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Estadistico Estandar Desv. Estadistico . q .
Muestra 1-Muestra 2 de prueba Error de prueba Sig. Sig. ajust.
RES-FOS-FT-15D-RES-FOS-FT5D 3,000 3,937 762 446 1,000
RES-FOS-FT-15D-RES-FOS-FT6H 16,500 3,937 4,191 000 000
RES-FOS-FT-5D-RES-FOS-FTEH 13,500 3,937 3,429 001 ooz

Tabla 4.3.1.2.6: Tabla de comparacion por parejas post-hoc no paramétrica de % Area FOS. Encontramos
diferencias estadisticamente significativas entre el grupo RES-FOS-FT-6H y los grupos RES-FOS-FT-5D y
RES-FOS-FT-15D (p<0,05). No existen diferencias estadisticamente significativas entre los grupos RES-

FOS-FT-5D y RES-FOS-FT-15D (p>0,05).

Estadistico Estandar Desv. Estadistico : A
Muestra 1-Muestra 2 de prueba Error de prueba Sig. Sig. ajust.
RES-FOS-FT-13D-RES-FOS-FT-5D 200 3931 229 819 1,000
RES-FOS-FT-15D-RES-FOS-FT6H 15,450 35931 3930 000 000
RES-FOS-FT5D-RES-FOS-FT6H 14 550 3931 3701 000 001

Tabla 4.3.1.2.7: Tabla de comparacién por parejas post-hoc no paramétrica de % Area colocalizacion.
Encontramos diferencias estadisticamente significativas entre el grupo RES-FOS-FT-6H y los grupos RES-
FOS-FT-5D y RES-FOS-FT-15D (p<0,05). No existen diferencias estadisticamente significativas entre los
grupos RES-FOS-FT-5D y RES-FOS-FT-15D (p>0,05).

Dada la elevada diferencia entre la media de % de area de TH y la % de drea de fos y
colocalizacidn, los datos se representan graficamente en figuras aparte: % de area de

TH (4.3.1.2.1) y % de drea de fos y colocalizacion (Figura 4.3.1.2.2).

La figura que vemos a continuacidn (Figura 4.3.1.2.2) muestra un descenso significativo
del total de area del nucleo LC ocupada por células fos-positivas en los grupos RES-
FOS-FT-5D y RES-FOS-FT-15D con respecto al grupo RES-FOS-FT-6H (p<0,05), y un
descenso significativo del total de area de colocalizacidon de células fos-positivas en los
grupos RES-FOS-FT-5D y RES-FOS-FT-15D con respecto al grupo RES-FOS-FT-6H
(p<0,05).

TESIS DOCTORAL EvA M. GONZALEZ SOLER



192 RESULTADOS
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Figura 4.3.1.2.1: Representacion grdfica de la comparacion de media de % drea de TH entre los grupos
RES-FOS-FT-6H, RES-FOS-FT-6H, RES-FOS-FT-5D Y RES-FOS-FT-15D. No existen diferencias
estadisticamente significativas entre los grupos. Las barras de error muestran el error tipico de la media
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Figura 4.3.1.2.2: En el grdfico se muestra un descenso significativo del total de drea del ntcleo LC
ocupada por células fos-positivas en RES-FOS-FT-5D y RES-FOS-FT-15D con respecto a RES-FOS-FT-6H
(p<0,05), y un descenso significativo del total de drea de colocalizacion de células fos-positivas en RES-
FOS-FT-5D y RES-FOS-FT-15D con respecto a RES-FOS-FT-6H(p<0,05). * Significacién p<0,05 de %Area
FOS respecto a RES-FOS-FT-6H. ** Significacion p<0,05 de %Area colocalizacidn respecto a RES-FOS-FT-
6H. Las barras de error muestran el error tipico de la media +/- 2.
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Un analisis de las medias del % de colocalizacién total de TH-FOS nos muestra la
evolucién en la colocalizacién desde las 6 horas tras la ultima reserpinizaciéon hasta el

15 dia tras la ultima reserpinizacion y contando con la aplicacién de formalin test.

90% 10%
1%

Tabla 4.3.1.1.6: Porcentajes de colocalizacion total TH-FOS en la condicion a la que se le aplica Formalin
Test. Los porcentajes de colocalizacion se mantienen muy altos durante toda la evolucion temporal.
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4.3.1.3 Locus Coeruleus: Estudio comparativo de las condiciones sin y con Test de la

Formalina tras la reserpinizacion.

Por ultimo, analizaremos por separado las condiciones experimentales del mismo dia

sin y con Test de la Formalina posterior al procedimiento de reserpinizacidn.

En cuanto a la comparacién de las variables correspondientes a las 6 horas después de
la Ultima administracién de reserpina (RES-FOS-6H y RES-FOS-FT-6H), realizamos una
prueba T de Student para muestras independientes, puesto que, como hemos
analizado anteriormente, en ambas se cumple el supuesto de normalidad. Aunque el
supuesto de homogeneidad no se cumpla para % Area FOS y el % Area colocalizacion,
la prueba T es robusta para la falta de este supuesto. Como vemos en la siguiente tabla
(Tabla 4.3.1.3.1), no encontramos diferencias estadisticamente significativas entre los
grupos en ninguna de las variables a estudio, tanto en % Area TH (t= 1,189; p>0,05), en

% Area FOS (t=-0,554; p>0,05) y en Area colocalizacién (t=1,464; p>0,05).

Estos datos se muestran graficamente en la figura 4.3.1.3.1.
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Prueba de muestras independientes

Prueba de Levene de | prueba t para la igualdad de medias

homogeneidad 95% de intervalo de
de varianzas confianza de la
Sig. Diferenci | Diferenci | diferencia
F  Sig. (bilater | a de | a de error
t gl |al) medias estandar | Inferior Superior
% Area TH Se asumen

varianzas ,826 |,381 [1,189|12| ,257 |,989900 |[,832643 |-,824272 |2,804072

iguales

% Area FOS Se asumen

varianzas ,989 |,340 |-554 |12 ,590 |-,063750 |,115028 -,314374 |,186874

iguales

% Area Se asumen

colocalizacién varianzas , 167 | ,690 |1,464 12| ,169 |,208600 |[,142534 |-,101955 |,519155
iguales

Tabla 4.3.1.3.1: Pruebas T de Student para muestras independientes. No se encuentran diferencias
estadisticamente significativas entre los grupos RES-FOS-6H y RES-FOS-FT-6H en ninguna de las variables
a estudio ( % Area TH (t= 1,189; p>0,05), % Area FOS (t=-0,554; p>0,05) y el % Area colocalizacion
(t=1,464; p>0,05)). La diferencia de medias es significativa en el nivel 0,05.
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Figura 4.3.1.3.1: La figura muestra la falta de diferencias estadisticamente significativas entre los grupos
en las variables % Area TH (t= 1,189; p>0,05), % Area FOS (t=-0,554; p>0,05) y % Area colocalizacion. Las
barras de error muestran el error tipico de la media +/- 2.

Un andlisis de las medias del % de colocalizacidn total de TH-FOS nos muestra que en
la condicion RES-FOS-6H un 94% de las células fos-positivas son células Th-positivas. En

cambio, en la condicién RES-FOS-FT-6H colocaliza una menor proporcién, 90%.

RES-FOS-6H 94% 6%
RES-FOS-FT-6H 90% 10%

Tabla 4.3.1.3.2: Porcentajes de colocalizacion total TH-FOS. Un 94% de las células fos-positivas de RES-
FOS-6H son células Th-positivas frente al 90% de las de RES-FOS-FT-6H.
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En la figura 4.3.1.3.2 se muestra un ejemplo de LC en los grupos RES-FOS-6H y RES-
FOS-FT-6H en cada uno de los marcajes de fluorescencia analizados: marcaje de TH

(verde), marcaje de FOS (rojo) y colocalizacién de ambos, TH+FOS.

Condicién TH FOS COLOCALIZACION
Experimental

RES-FOS-6H

RES-FOS-FT-6H

Figura 4.3.1.3.2: Imagen del marcaje de LC con TH, FOS y su colocalizacion para las condiciones
experimentales RES-FOS-6H y RES-FOS-FT-6H. Imdgenes aumentadas con un objetivo de 10x.

Por otra parte, analizaremos las variables correspondientes a los 5 dias tras la ultima
administracion de reserpina (RES-FOS-5D y RES-FOS-FT-5D). Respecto a la variable %
Area TH, realizamos una prueba T de Student para muestras independientes, puesto
gue, como hemos analizado anteriormente, en ambas se cumplen los supuestos de
normalidad y homogeneidad de la varianza. Respecto a las variables % Area FOS y %
Area colocalizacién, , al no cumplir el supuesto de normalidad, acudiremos a la prueba
no paramétrica U de Mann-Whitney para muestras independientes. Como vemos en la
tabla 4.3.1.3.3, no encontramos diferencias estadisticamente significativas entre los
grupos en % Area TH (t= 0,908; p>0,05). Asimismo, en la tabla 4.3.1.3.4, observamos
que tampoco se encuentran diferencias estadisticamente significativas en % Area FOS

(p>0,05) y % Area colocalizacién (p>0,05).
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Prueba de muestras independientes

Prueba de | prueba t para la igualdad de medias

Levene
de igualdad Diferencia
de varianzas Sig. de

F Sig. |t gl | (bilateral) [ medias

95% de intervalo de
Diferencia | confianza de la

de error | diferencia

estandar | Inferior Superior

Area varianzas

TH iguales

% Se asumen

3,066 |,108 ,908 [ 11 (,383 4,847810

5,337050 16,594577
6,898958

Tabla 4.3.1.3.3: Prueba T de Student para muestras independientes. No se encuentran diferencias
estadisticamente significativas entre los grupos RES-FOS-5D y RES-FOS-FT-5D en % Area TH (t= 0,908;
p>0,05). La diferencia de medias es significativa en el nivel 0,05.

Resumen de contrastes de hipotesis

Hipdtesis nula Frusba

Sig. Decizidn

Frueba U de

hd ann-hitney
para muestras

independientes

La distribucidn de % Area FOS es
la mizma entre las categorias de
Condician Experimental.

Consenre la
Gza!  hipétesis
nula.

La distribucion de % Area Frueba U de
colocalizacian es la misma entre Mann-Whitney
laz categarias de Condicidn para muestras
Experimental. independientes

Consanre |a
266 hipatesis
nula.

Tabla 4.3.1.3.4: Pruebas U de Mann-Whitney para muestras independientes. No se encuentran
diferencias estadisticamente significativas entre los grupos RES-FOS-5D y RES-FOS-FT-5D en % Area FOS
(p<0,05) ni en % Area colocalizacion (p>0,05). La diferencia de medias es significativa en el nivel 0,05.
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Estos datos se muestran graficamente en las figuras 4.3.1.3.3 y 4.3.1.3.4 Dada la
elevada diferencia entre la media de % de drea de TH y la % de darea de fos y
colocalizacidn, los datos se representan graficamente en figuras aparte: % de area de

TH (4.3.1.3.3) y % de area de fos y colocalizacion ( Figura 4.3.1.3.4).

50,000

s
g
1

Media % Area TH
b=
g
A

20,0004

10,0004

RES.FOS.0 RESFOSFTS0

Condicion Experimental

Figura 4.3.1.3.3: Representacion grdfica de la comparacién de medias de % Area TH entre los grupos
RES-FOS-5D y RES-FOS-FT-5D. No existen diferencias estadisticamente significativas entre los grupos. Las
barras de error muestran el error tipico de la media +/- 2.

H 2% Area FOS
1% Area colocalizacisn

0,500+

0,400

0,300

Media % de Area

0,200

0,100

0,000~
RES-FOS-5D RES-FOS-FT-5D

Condicion Experimental
Barras de error: +- 2 SE

Figura 4.3.1.3.4: Representacion grdfica de la comparacién de media de % drea de Fos y el % de Area de
colocalizacion entre los grupos RES-FOS-5D y RES-FOS-FT-5D. No existen diferencias estadisticamente
significativas entre los grupos. Las barras de error muestran el error tipico de la media +/- 2.
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Un andlisis de las medias del % de colocalizacion total de TH-FOS nos muestra que en
ambas condiciones, RES-FOS-5D y RES-FOS-FT-5D, un 99% de las células fos-positivas

son células Th-positivas.

Condicion experimental % de colocalizacion TH-FOS % de no colocalizacion TH-FOS

RES-FOS-5D 99% 1%
RES-FOS-FT-5D 99% 1%

Tabla 4.3.1.3.5: Porcentajes de colocalizacion total TH-FOS. Un 99% de las células fos-positivas de RES-
FOS-5D y de RES-FOS-FT-5D son células Th-positivas.

Asimismo, en la figura 4.3.1.3.5 se muestra un ejemplo de LC en los grupos RES-FOS-
5D y RES-FOS-FT-5D en cada uno de los marcajes de fluorescencia analizados: marcaje

de TH (verde), marcaje de FOS (rojo) y colocalizacion de ambos, TH+FOS.

Condicién TH FOS COLOCALIZACION
Experimental

RES-FOS-5D

RES-FOS-FT-5D

Figura 4.3.1.3.5: Imagen del marcaje de LC con TH, FOS y su colocalizacion para las condiciones
experimentales RES-FOS-5D y RES-FOS-FT-5D. Imdgenes aumentadas con un objetivo de 10x.
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Para finalizar con el estudio de Locus Coeruleus, analizaremos las variables
correspondientes a los 15 dias tras la Ultima administracion de reserpina (RES-FOS-15D
y RES-FOS-FT-15D). Respecto a la variable % Area TH, realizamos una prueba T de
Student para muestras independientes, puesto que, como hemos analizado
anteriormente, en ambas se cumplen los supuestos de normalidad y homogeneidad de
varianzas. Respecto a las variables % Area FOS y % Area colocalizacién, al no cumplir en
supuesto de normalidad, acudiremos a la prueba no paramétrica U de Mann-Whitney
para muestras independientes. Como vemos en la tabla 4.3.1.3.6, no encontramos
diferencias estadisticamente significativas entre los grupos en % Area TH (t= -0,278;
p>0,05). Asimismo, en la tabla 4.3.1.3.7, observamos que tampoco se encuentran
diferencias estadisticamente significativas en % Area FOS (p>0,05) y el % Area

colocalizacién (p>0,05).

Prueba de muestras independientes

Prueba de | prueba t para la igualdad de medias
Levene 95% de intervalo de
de igualdad Diferencia | Diferencia | confianza de la
de varianzas Sig. de de error | diferencia
F Sig. t gl (bilateral) | medias estandar | Inferior Superior
% Se asumen
Area varianzas ,001 ,978 -,278 | 17 ,785 -,922567 |3,321987 |-7,93134 | 6,08621
TH iguales

Tabla 4.3.1.3.6: Prueba T de Student para muestras independientes. No se encuentran diferencias
estadisticamente significativas entre los grupos RES-FOS-15D y RES-FOS-FT-15D en % Area TH (t=-0,278;
p>0,05). La diferencia de medias es significativa en el nivel 0,05.

Resumen de contrastes de hipditesis

Hipdtezi= nula Frusba Sig. Deci=ian
La distribucién de % Area FOS ESEﬂraunE:-l'la.ﬂl'Lllnitdr?e Consane |a
1 la misma entre las categorias de e mueﬂrag Az1'  hipétesis
Condicidon Experimental. independientes nula.
La distribucién de % Area Frueba U de
2 colocalizacion ez la misma entre Mann-Whitney 1211 Einr:fii;ir: |a
las categorias de Condician para muestras ' nuFi.a
Experimental. independientas :

Tabla 4.3.1.3.7: Prueba no paramétrica U de Mann-Whitney para muestras independientes. No se
encuentran diferencias estadisticamente significativas entre los grupos RES-FOS-15D y RES-FOS-FT-15D
nien % Area FOS (p>0,05) ni en % Area colocalizacion (p>0,05).
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Estos datos se muestran graficamente en las figuras 4.3.1.3.5 y 4.3.1.3.6. Dada la
elevada diferencia entre la media de % de drea de TH y la % de darea de fos y
colocalizacidn, los datos se representan graficamente en figuras aparte: % de area de

TH (4.3.1.3.6) y % de drea de fos y colocalizacion (Figura 4.3.1.3.7).

$0,0004

40,0004

30,000

Media % Area TH

20,000

10,0007

RES.FOS-150 RES.FOSFT.150

Condicion Experimental

Figura 4.3.1.3.6: Representacion grdfica de la comparacién de medias de % Area TH entre los grupos
RES-FOS-15D y RES-FOS-FT-15D. No existen diferencias estadisticamente significativas entre los grupos.
Las barras de error muestran el error tipico de la media +/- 2.

1% Area FOS
I % Area colocalizacion

0,500

0,400

0,300

Media % de Area

0,200

0,100

0,000

RES-FOS-15D RES-FOS-FT-13D

Condicion Experimental
Figura 4.3.1.3.7: Representacidn grdfica de la comparacién de medias de % Area FOS y % Area
colocalizacion entre los grupos RES-FOS-15D y RES-FOS-FT-15D. No existen diferencias estadisticamente
significativas entre los grupos. Las barras de error muestran el error tipico de la media +/- 2.
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Un analisis de las medias del % de colocalizacion total de TH-FOS nos muestra que
tanto en RES-FOS-15D como en RES-FOS-FT-15D, un 99% de las células fos-positivas

son células Th-positivas.

Condicion experimental % de colocalizacion TH-FOS % de no colocalizacion TH-FOS

RES-FOS-15D 99% 1%
RES-FOS-FT-15D 99% 1%

Tabla 4.3.1.3.: Porcentajes de colocalizacion total TH-FOS. Un 99% de las células fos-positivasde RES-
FOS-15D y de RES-FOS-FT-15D son células Th-positivas.

En la figura 4.3.1.3.8 se muestra un ejemplo de LC en los grupos RES-FOS-15D y RES-
FOS-FT-15D en cada uno de los marcajes de fluorescencia analizados: marcaje de TH

(verde), marcaje de FOS (rojo) y colocalizacion de ambos, TH+FOS.

Condicién TH FOS COLOCALIZACION
Experimental

RES-FOS-15D

RES-FOS-FT-15D

Figura 4.3.1.3.8: Imagen del marcaje de LC con TH, FOS y su colocalizacion para las condiciones
experimentales RES-FOS-15D y RES-FOS-FT-15D. Imdgenes aumentadas con un objetivo de 10x.

TESIS DOCTORAL EvA M. GONZALEZ SOLER



204 RESULTADOS

4.3.2 Resultados de A5

4.3.2.1 A5: Estudio de la evolucion de los patrones de activacion tras la implantacion

del modelo de FMS inducido por reserpina

Realizamos un andlisis de la evolucion temporal de los patrones de activacién de A5 a
las 6 horas, 5 dias y 15 dias posteriores a la tercera administracion de reserpina (Tabla
4.3.2.1.1). Un andlisis mas detallado de los descriptivos de esta muestra puede

encontrarse en el Anexo VIII.

Estadisticos descriptivos

Desviacién

N Media estandar Asimetria Curtosis

Error Error

Estadistico [ Estadistico | Estadistico | Estadistico | estandar | Estadistico |estandar

% Area TH 17 1,67465 ,859347 ,320 ,550 -,688 1,063
% Area FOS 17 ,25918 , 231408 1,480 ,550 2,130 1,063
%Area

17 11171 ,111990 1,394 ,550 1,617 1,063

COLOCALIZACION

N valido (por lista) |17

Tabla 4.3.2.1.1: Tabla resumen de los estadisticos descriptivos para las medidas de inmunofluorescencia
tomadas del nucleo A5 en distintos momentos temporales tras la implantacion del modelo de FMS
inducido por reserpina. Se han obtenido recuento de casos, media, desviacion tipica, asimetria y curtosis.

El test de normalidad Shapiro-Wilk muestra que el supuesto de normalidad se cumple

en todos los casos (Tabla 4.3.2.1.2).

Por otra parte, se ha utilizado el estadistico de Levene para estimar la homogeneidad
de varianzas (Tabla 4.3.2.1.3). El conjunto de datos sélo presenta homogeneidad de
varianzas para % Area FOS (F=2,310; p>0,05), por lo que el resto no cumple el supuesto
de homogeneidad. Esto no afectara a la estadistica inferencial puesto que el analisis
ANOVA se considera robusto para la homogeneidad de varianzas, pero si al analisis
post-hoc, en el cual utilizaremos la correccién de Games-Howell, indicada cuando no

pueden asumirse varianzas homogéneas.
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Pruebas de normalidad

Condicion Experimental Shapiro-Wilk

% Area TH RES-FOS-6H ,893 7 ,290
RES-FOS-5D ,948 4 , 707
RES-FOS-15D ,861 6 ,193

% Area FOS RES-FOS-6H ,954 7 762
RES-FOS-5D ,924 4 ,559
RES-FOS-15D ,916 6 479

% Area colocalizacion RES-FOS-6H ,894 7 ,297
RES-FOS-5D ,991 4 ,961
RES-FOS-15D ,824 6 ,095

Tabla 4.3.2.1.2: Pruebas de normalidad de los datos obtenidos para el estudio inmunohistoquimico de A5
tras la implantacion del modelo de FMS mediante reserpinizacion. El estadistico empleado es Shapiro-
Wilk (W). Significacion p<0,05.

Prueba de homogeneidad de varianza

Estadistico de

Levene dfl df2 Sig.
% Area TH Se basa en la media__ ] 4,818 2 14 ,026
% Area FOS Se basa en lamedia | 2,310 2 14 ,136
% Area colocalizacién Se basa en la media 6,106 2 14 ,012

Tabla 4.3.2.1.3: Pruebas de homogeneidad de varianzas de los datos obtenidos para el estudio
inmunohistoquimico de A5 tras la tercera administracion de reserpina. El estadistico empleado es
Levene. Las variables % Area TH (F= 4,818, p<0,05) y % Area colocalizacion (F= 6,106; p<0,05) no
cumplen el supuesto de homogeneidad de varianzas. Significacion p<0,05.

Respecto a la estadistica inferencial, el analisis ANOVA de un factor para muestras
independientes muestra diferencias estadisticamente significativas entre los grupos
para las variables % Area FOS y % Area colocalizacién (p<0,05) (Tabla 4.3.2.1.4). Para
saber cdmo son esas diferencias, realizamos el analisis post-hoc de Bonferroni en %
Area FOS, y la correccién de Games-Howell en % Area colocalizacién (puesto que no se
cumple el supuesto de homogeneidad de la varianza en esta variable). Como podemos
ver en la tabla 4.3.2.1.5, observamos diferencias estadisticamente significativas entre
el grupo RES-FOS-6H y los grupos RES-FOS-5D y RES-FOS-15D (p<0,05). Los grupos RES-
FOS-5D y RES-FOS-15D no muestran diferencias estadisticamente significativas entre si
(p>0,05). No se encuentran diferencias estadisticamente significativas entre los grupos

en % Area TH.
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ANOVA
Suma de Media
cuadrados gl cuadratica F Sig.
% Area TH Entre grupos 2,226 2 1,113 1,625 ,232
Dentro de grupos | 9,590 14 ,685
Total 11,816 16
% Area FOS Entre grupos ,482 2 ,241 9,023 ,003
Dentro de grupos | ,374 14 ,027
Total ,857 16
% Area Colocalizacion Entre grupos ,113 2 ,057 9,034 ,003
Dentro de grupos | ,088 14 ,006
Total ,201 16

Tabla 4.3.2.1.4: Prueba ANOVA de un factor para muestras independientes para las medidas de
nmunofluorescencia de A5 tras implantar el modelo de FMS inducido por reserpina. Se observan
diferencias estadisticamente significativas en % Area FOS (F=9,023; p<0,05) y en % Area colocalizacién
(F=9,034; p<0,05). No se observan diferencias entre los grupos en % Area TH (F= 1,625; p>0,05). La
diferencia de medias es significativa en el nivel 0,05.
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Comparaciones multiples

95% de intervalo

Diferencia de confianza
(I) Condicion (J) Condiciéon | de medias | Error Limite | Limite
Variable dependiente Experimental Experimental | (I-J) estandar | Sig. inferior | superior
|Bonferroni ; .
% Area FOS  RES-FOS-6H RES-FOS-5D | ,328536 ,102487 |,019 |,05000 |,60707
RES-FOS- N
,350786 ,090970 |,005 |,10355 |,59802
15D
RES-FOS-5D RES-FOS-6H . -
-,328536 |,102487 |,019 -,05000
,60707
RES-FOS- -
,022250 ,105547 | 1,000 ,30910
15D ,26460
RES-FOS- RES-FOS-6H N -
-,350786 | ,090970 |[,005 -,10355
15D ,59802
RES-FOS-5D -
-,022250 |,105547 | 1,000 ,26460
,30910
Games-Howell ; .
% Area RES-FOS-6H RES-FOS-5D | ,152214 ,046464 |,027 |,01976 |,28467
Colocalizacion RES-FOS-
,173381 ,045351 | ,013 |,04303 |,30374
15D
RES-FOS-5D RES-FOS-6H . -
-, 152214 | ,046464 |,027 -,01976
,28467
RES-FOS- -
,021167 ,025585 | ,700 ,09705
15D ,05472
RES-FOS- RES-FOS-6H . -
-,173381 |,045351 |,013 -,04303
15D ,30374
RES-FOS-5D -
-,021167 |,025585 |,700 ,05472
,09705

Tabla 4.3.2.1.5: Comparaciones post-hoc de Bonferroni para la variable % Area FOS y comparaciones
post-hoc de Games-Howell para la variable % Area colocalizacién. En ambos casos, existen diferencias
estadisticamente significativas en el grupo RES-FOS-6H con respecto a los grupos RES-FOS-5D y RES-FOS-
15D (p<0,05). No se encuentran diferencias entre los grupos RES-FOS-5D y RES-FOS-15D (p>0,05). La

diferencia de medias es significativa en el nivel 0,05.
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La figura que vemos a continuacion (Figura 4.3.2.1.1) muestra un descenso significativo
del total de drea del nicleo A5 ocupada por células fos-positivas en los grupos RES-
FOS-5D y RES-FOS-15 con respecto al grupo RES-FOS-6H (p<0,05), y un descenso
significativo del total de area de colocalizacién de células fos-positivas en los grupos

RES-FOS-5D y RES-FOS-15 con respecto al grupo RES-FOS-6H (p<0,05).

2 érea TH

H % Area FOS )
1% Area COLOCALIZACION
4,000

3,000

2,000

Media % de Area

* *

ok

Hoke

RES-FOS-5D RES-FOS-15D

RES-FOS-6H

Condicién Experimental
Figura 4.3.2.1.1: En el grdfico se muestra un descenso significativo del total de drea del nucleo A5
ocupada por células fos-positivas en RES-FOS-5D y RES-FOS-15 con respecto a RES-FOS-6H (p<0,05), y un
descenso significativo del total de drea de colocalizacion de células fos-positivas en RES-FOS-5D y RES-
FOS-15 con respecto a RES-FOS-6H(p<0,05). * Significacién p<0,05 en % Area FOS respecto a RES-FOS-6H.
** Significacion p<0,05 en % Area colocalizacion respecto a RES-FOS-6H. Las barras de error muestran el
error tipico de la media +/- 2.

Un andlisis de las medias del % de colocalizacién total de TH-FOS nos muestra la
evolucidn en la colocalizacién desde las 6 horas tras la ultima reserpinizacion hasta el

15 dia tras la ultima reserpinizacion sin la aplicacién de formalin test.

RES-FOS-6H 70% 30%
RES-FOS-5D 65% 35%
RES-FOS-15D 22% 78%

Tabla 4.3.2.1.6: Porcentajes de colocalizacion total TH-FOS en la condicion a la que no se le aplica
Formalin Test. Los porcentajes de colocalizacion descienden durante la evolucion temporal.
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4.3.2.2 A5: Estudio de la evolucion de los patrones de activacion tras el Test de
Formalina en el modelo de FMS inducido por reserpina.

Realizamos un andlisis de la evolucidon temporal de los patrones de activacién de A5 en
los animales a los que se les ha realizado el test de la formalina (FT) a las 4 horas de la
tercera administracién de reserpina (se perfunden a las 6 horas de la ultima dosis de
reserpina), a los 5 dias y a los 15 dias de la tercera administracién de reserpina (Tabla
4.3.2.2.1). Un andlisis mas detallado de los descriptivos de esta muestra puede

encontrarse en el Anexo IX.

Estadisticos descriptivos

Desviacién

N Media estandar Asimetria Curtosis

Error Error

Estadistico | Estadistico | Estadistico | Estadistico | estandar | Estadistico | estandar

% Area TH 19 2,43684 , 973659 ,219 524 -,815 1,014
% Area FOS 19 ,35868 417232 1,207 524 -,125 1,014
%Area

19 ,27984 ,406216 1,397 ,524 574 1,014

Colocalizacién

N valido or
(P 10

lista)

Tabla 4.3.2.2.1: Tabla resumen de los estadisticos descriptivos para las medidas de inmunofluorescencia

tomadas del nucleo A5 tras la realizacion del test de la formalina en los animales reserpinizados. Se han
obtenido recuento de casos, media, desviacion tipica, asimetria y curtosis.

El test de normalidad Shapiro-Wilk muestra que el supuesto de normalidad sélo se
cumple en el caso RES-FOS-FT-6H para la variable % Area TH, en los casos RES-FOS-FT-
5D y RES-FOS-FT-15D para la variable % Area FOS, y en el caos RES-FOS-FT-15D para la
variable % Area colocalizacién. Esto nos indica que en la estadistica inferencial
debemos usar la prueba no paramétrica Kruskal-Wallis para muestras independientes

(Tabla 4.3.2.2.2).

Por otra parte, se ha utilizado el estadistico de Levene para estimar la homogeneidad
de varianzas (Tabla 4.3.2.2.3). El conjunto de datos sélo presenta homogeneidad de

varianzas en % Area colocalizacién (F=4,971 p<0,05).
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Pruebas de normalidad

Condicion Experimental Shapiro-Wilk

% Area TH RES-FOS-FT-6H ,828 5 ,135
RES-FOS-FT-5D 732 7 ,008
RES-FOS-FT-15D ,801 7 ,042

% Area FOS RES-FOS-FT-6H J71 5 ,046
RES-FOS-FT-5D ,926 7 ,515
RES-FOS-FT-15D ,827 7 ,075

% Area Colocalizacion RES-FOS-FT-6H 678 5 ,006
RES-FOS-FT-5D , 734 7 ,009
RES-FOS-FT-15D ,835 7 ,090

Tabla 4.3.2.2.2: Pruebas de normalidad de los datos obtenidos para el estudio inmunohistoquimico de A5
tras el test de la formalina en ratas reserpinizadas. El estadistico empleado es Shapiro-Wilk (W).
Significacion p<0,05. Solo se cumple el supuesto de normalidad en el caso de RES-FOS-FT-6H en la
variable % "Area TH, en los casos de RES-FOS-FT-6H y RES-FOS-FT-5D en % ‘Area FOS y, en dltimo lugar,
en el caso de RES-FOS-FT-15D en la variable % Area colocalizacion.

Prueba de homogeneidad de varianza

Estadistico de

Levene dfl df2 Sig.
% Area TH Se basa en la media ,112 2 16 ,895
% Area FOS Se basa en la media 1,627 2 16 ,227
% Area Colocalizacién Se basa en la media 4971 2 16 ,021

Tabla 4.3.2.2.3: Pruebas de homogeneidad de varianzas de los datos obtenidos para el estudio
inmunohistoquimico de A5 tras el test de la formalina en ratas reserpinizadas. El estadistico empleado es
Levene. La variable y % de drea de colocalizacion (F= 4,971; p<0,05) no cumple el supuesto de
homogeneidad de varianzas. Significacion p<0,05.

El test no paramétrico Kruskall-Wallis muestra que hay diferencias estadisticamente
significativas entre los grupos en las variables % Area FOS y % Area colocalizacién
(p<0,05) (Tabla 4.3.2.2.4). Para saber como son esas diferencias, hemos recurrido a un
post-hoc de comparacién por pares. En ambos casos, las diferencias estadisticamente
significativas residen entre la condicion experimental RES-FOS-FT-6H y las condiciones
RES-FOS-FT-5D y RES-FOS-FT-15D (p<0,05) (Tablas 4.3.1.2.5 y 4.3.1.2.6). No existen
diferencias estadisticamente significativas entre los grupos RES-FOS-FT-5D y RES-FOS-
FT-15D en ninguna de las variables (p>0,05). Por otra parte, no se han encontrado
diferencias estadisticamente significativas entre los grupos en la variable % Area TH

(p>0,05).
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Resumen de contrastes de hipdtesis

Hipdtesi= nula Prueba Sig. Decisian
Frueba de
La distribucién de % Area TH ez | r:mgl-ara Conzene la
1 misma entre laz categorias de mueﬁrgg B51 hipotesis
Condicion Experimental. independiente nula.
s
Frueba de
La distribucién de % Area FOS es m:m:l-ara Rechace la
2 la misma entre laz categorias de mueﬁrgg 004 hipotesis
Condicion Experimental. independiente nula.
z
; Frueba de
La distribucion de % Area Kruskal-

5 Colocalizacion es la misma entre Walliz para anag Eie'?a'::;: =
las categorias de Condicidn muestras ' nl.ll:i.a
Experimental. independienta '

=

Tabla 4.3.2.2.4: Pruebas de Kruskal-Wallis para muestras independientes. Se encuentran diferencias
estadisticamente significativas entre los grupos en las variables % Area FOS y % Area colocalizacion.

Significacion p<0,05.
Estadistico Estandar Desv. Estadistico . SN
Muestra 1-Muestra 2 de prueba e de prueba Sig. Sig. ajust.
RES-FOS-FT-15D-RES-FOS-FT-5D 425 2967 144 885 1,000
RES-FOS FT-15D-RES-FOS-FT6H 9714 3280 2,989 003 008
RES-FOS-FT5D-RES-FOS-FT6H 9286 3250 2857 004 013

Tabla 4.3.2.2.5: Pruebas post-hoc de comparaciones por pares para la variable % Area FOS. Existen
diferencias estadisticamente significativas entre entre el grupo RES-FOS-FT-6H con respecto a los grupos
RES-FOS-FT-5D y RES-FOS-FT-15D (p<0,05). No se encuentran diferencias entre los grupos RES-FOS-FT-5D

y RES-FOS-FT-15D (p>0,05). La diferencia de medias es significativa en el nivel 0,05.

Estadistico Estandar Desv. Estadistico : s
Muestra 1-Muestra 2 de prueba B de prueba Sig. Sig. ajust.
RES-FOS-FT-15D-RES-FOS-FT-5D 1,857 2983 623 534 1,000
RES-FOS-FT-15D-RES-FOS-FT-6H 10,423 3,267 3192 001 004
RES-FOS-FT-5D-RES-FOS-FT6H 8571 3,267 2p23 009 026

Tabla 4.3.2.2.6: Pruebas post-hoc de comparaciones por pares para la variable % Area colocalizacién.
Existen diferencias estadisticamente significativas entre entre el grupo RES-FOS-FT-6H con respecto a los
grupos RES-FOS-FT-5D y RES-FOS-FT-15D (p<0,05). No se encuentran diferencias entre los grupos RES-
FOS-FT-5D y RES-FOS-FT-15D (p>0,05). La diferencia de medias es significativa en el nivel 0,05.
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La figura que vemos a continuacidn (Figura 4.3.2.2.1) muestra un descenso significativo
del total de drea del nicleo A5 ocupada por células fos-positivas en los grupos RES-
FOS-FT-5D y RES-FOS-FT-15D con respecto al grupo RES-FOS-FT-6H (p<0,05), y un
descenso significativo del total de drea de colocalizacidn de células fos-positivas en los
grupos RES-FOS-FT-5D y RES-FOS-FT-15D con respecto al grupo RES-FOS-FT-6H
(p<0,05).

L k3 ﬁ:\rea TH
B % AreaFOS

4,000 12 Area Colocalizacién

3,000

Media % de Area

* *
¥k ek

RES-FOS-FT-6H RES-FOS-FT-5D RES-FOS-FT-13D

Condicion Experimental
Figura 4.3.2.2.1: En el grdfico se muestra un descenso significativo del total de drea del nicleo A5
ocupada por células fos-positivas en RES-FOS-FT-5D y RES-FOS-FT-15 con respecto a RES-FOS-FT-6H
(p<0,05), y un descenso significativo del total de drea de colocalizacion de células fos-positivas en RES-
FOS-FT-5D y RES-FOS-FT-15 con respecto a RES-FOS-FT-6H(p<0,05). * Significacién p<0,05 de % Area FOS
respecto a RES-FOS-6H. ** Significacién p<0,05 de % Area colocalizacidn respecto a RES-FOS-6H. Las
barras de error muestran el error tipico de la media +/- 2.

Un andlisis de las medias del % de colocalizacion total de TH-FOS nos muestra la
evolucidn en la colocalizacién desde las 6 horas tras la ultima reserpinizacion hasta el

15 dia tras la ultima reserpinizaciéon contando con la aplicacién de formalin test.

RES-FOS-FT-6H 99% 1%
RES-FOS-FT-5D 65% 35%
RES-FOS-FT-15D 15% 85%

Tabla 4.3.2.1.6: Porcentajes de colocalizacion total TH-FOS en la condicion a la que se le aplica Formalin
Test. Los porcentajes de colocalizacion descienden durante la evolucion temporal.
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4.3.2.3 A5: Estudio comparativo de las condiciones sin y con Test de la Formalina tras la

reserpinizacion.

Por ultimo, analizaremos por separado las condiciones experimentales del mismo dia

sin y con Test de la Formalina posterior al procedimiento de reserpinizacion.

En cuanto a la comparacién de las variables correspondientes a las 6 horas después de
la Ultima administraciéon de reserpina (RES-FOS-6H y RES-FOS-FT-6H), realizamos la
prueba no paramétrica U de Mann-Whitney para muestras independientes, puesto
gue, como hemos analizado anteriormente, en ciertos casos no se cumple el supuesto
de normalidad. No encontramos diferencias estadisticamente significativas entre los
grupos en % Area TH (p>0,05), pero si en % Area FOS (p<0,05) y en % Area
colocalizacién (p<0,05) (Tabla 4.3.2.3.1). Estos datos se muestran graficamente en la

figura 4.3.2.3.1.

Resumen de contrastes de hipdtesis

Hipdtesi= nula Prusb= Sig. Deci=ion
La distribucién de % Area TH es | raunenb-?l'u'uhitdr?e Conzene |a
1 mizma antra las categorias de ara muegtraf?r 202 hipétesis
Condicién Exparimental. p nula.

independientes

Frueba U de

bl ann-wirhitney
para muestras

independientes

La distribucién de % Area FOS es
2 la mizma entre las categoriaz de
Condicién Experimental.

Rechace la
003 | hipétesis
nula.

La distribucion de % Area FPrueba U de Rechace |a
3 Cnlncalizagiﬁ-n es |a misma entre Mann-Whitney 003 | hipatesis

las categonas de Condician para muestras ! nul:ia

Experimental. independientes :

Tabla 4.3.2.3.1: Pruebas U de Mann-Whitney para muestras independientes. No se encuentran
diferencias estadisticamente significativas entre los grupos RES-FOS-6H y RES-FOS-FT-6H en % Area TH
(p<0,05), pero si en % Area FOS (p<0,05) y en % Area colocalizacién (p<0,05). La diferencia de medias es
significativa en el nivel 0,05.
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M % Area TH
T % Area FOS
% Area Colocalizacidan
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Condicion Experimental

Figura 4.3.2.3.1: En la figura se representa grdficamente el aumento de media de % Area FOSy % ‘Area
colocalizacién en la condicion RES-FOS-FT-6H con respecto a RES-FOS-6H. * Significacion p<0,05 de %
Area FOS respecto a RES-FOS-6H. ** Significacion p<0,05 % Area colocalizacion respecto a RES-FOS-6H.
Las barras de error muestran el error tipico de la media +/- 2.

Un andlisis de las medias del % de colocalizacion total de TH-FOS nos muestra que en
la condicién RES-FOS-6H un 70% de las células fos-positivas son células Th-positivas,

mientras que en la condicién RES-FOS-FT-6H colocaliza una mayor proporcion, 99%.

30%

RES-FOS-6H 70%

RES-FOS-FT-6H 99% 1%

Tabla 4.3.2.3.2: Porcentajes de colocalizacidon total TH-FOS. Un 70% de las células fos-positivas de RES-
FOS-6H son células Th-positivas frente al 99% de las de RES-FOS-FT-6H.
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En la figura 4.3.2.3.2 se muestra un ejemplo de A5 en los grupos RES-FOS-15D y RES-
FOS-FT-15D en cada uno de los marcajes de fluorescencia analizados: marcaje de TH

(verde), marcaje de FOS (rojo) y colocalizacion de ambos, TH+FOS.

Condicién TH FOS COLOCALIZACION
Experimental

RES-FOS-6H

RES-FOS-FT-6H

Figura 4.3.2.3.2: Imagen del marcaje de A5 con TH, FOS y su colocalizacion para las condiciones
experimentales RES-FOS-6H y RES-FOS-FT-6H. Imdgenes aumentadas con un objetivo de 10x.

Por otra parte, analizaremos las variables correspondientes a los 5 dias tras la ultima
administracién de reserpina (RES-FOS-5D y RES-FOS-FT-5D). Realizamos la prueba no
paramétrica U de Mann whitney para muestras independientes, puesto que, como
hemos analizado anteriormente, en ciertos casos no se cumple el supuesto de
normalidad. No encontramos diferencias estadisticamente significativas entre los
grupos en % Area TH (p>0,05), ni % Area FOS (p>0,05) ni en % Area colocalizacién

(p>0,05) (Tabla 4.3.2.3.3). Estos datos se muestran graficamente en la figura 4.3.2.3.3.
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Resumen de contrastes de hipitesis
Hipdtesi= nula Frueba Sig. Decisian
La distribucién de % Area TH as | oz ) &3 Conserve 13
1 mizma entre las categorias de paargnr}lubrggt:l:; G4 hipétesis
Condicion Experimental. independientes nula.
La distribucién de % Area FOS es Eﬂr:nenh-im!il'.ifr?e Conserve |13
2 la misma entre las categorias de para rnuestraf?r 758 hipétesiz
Condicidn Experimental. independientes nula.
La distribucidn de % Area Prueba U de
3 Colocalizacion es la misma entre Mann-Whitney gz Ei':'rﬂ;g: |a
laz categorias de Condicidn para muestras ' nuFia
Experimental. independientes )

Tabla 4.3.2.3.3: Pruebas U de Mann-Whitney para muestras independientes. No se encuentran
diferencias estadisticamente significativas entre los grupos RES-FOS-5D y RES-FOS-FT-5D en ninguna de
las variables (p>0,05). La diferencia de medias es significativa en el nivel 0,05.

Media % de Area

0,000-

3,000

2,000

1,000

RES-FOS-3D RES-FOS-FT-3D

Condiciéon Experimental

M % firea TH
[ % Area FOS
1% Area Colocalizacion

Figura 4.3.2.3.3: En la figura se representa grdficamente la falta de diferencias significativas entre los
grupos, ya sea en % Area TH, en % Area FOS o % Area colocalizacidn. Las barras de error muestran el

error tipico de la media +/- 2.

Eva M. GONZALEZ SOLER

TESIS DOCTORAL



RESULTADOS 211

Un analisis de las medias del % de colocalizacién total de TH-FOS nos muestra que
ambas condiciones, RES-FOS-5D y RES-FOS-FT-5D un 65% de las células fos-positivas
son células Th-positivas.

Condicion experimental % de colocalizacion TH-FOS % de no colocalizacion TH-FOS

RES-FOS-5D 65% 35%
RES-FOS-FT-5D 65% 35%

Tabla 4.3.1.3.4: Porcentajes de colocalizacion total TH-FOS. Un 65% de las células fos-positivas de RES-
FOS-5D y RES-FOS-FT-5D son células Th-positivas.

En la figura 4.3.2.3.4 se muestra un ejemplo de A5 en los grupos RES-FOS-15D y RES-
FOS-FT-15D en cada uno de los marcajes de fluorescencia analizados: marcaje de TH

(verde), marcaje de FOS (rojo) y colocalizacion de ambos, TH+FOS.

Condicién TH FOS COLOCALIZACION
Experimental

RES-FOS-5D

RES-FOS-FT-5D

Figura 4.3.2.3.4: Imagen del marcaje de A5 con TH, FOS y su colocalizacion para las condiciones
experimentales RES-FOS-5D y RES-FOS-FT-5D. Imdgenes aumentadas con un objetivo de 10x.

Para finalizar con el estudio de A5, analizaremos las variables correspondientes a los
15 dias tras la dltima administraciéon de reserpina (RES-FOS-15D y RES-FOS-FT-15D).
Realizamos la prueba no paramétrica U de Mann-Whitney para muestras
independientes, puesto que, como hemos analizado anteriormente, en ciertos casos
no se cumple el supuesto de normalidad. No encontramos diferencias

estadisticamente significativas entre los grupos en % Area TH (p>0,05), ni en % Area
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FOS (p>0,05) ni en % Area colocalizacién (p>0,05) (Tabla 4.3.2.3.5). Estos datos se

muestran graficamente en la figura 4.3.2.3.5.

Resumen de contrastes de hipotesis

Hipdtesis nula Frusba Sig. Decisian
La distribucién de % Area TH ez | raunenb-?.lll'uhitdr?e Conzerve |a
1 misma entre las categanas de ara mueﬁra; 517 hipétesis
Condicion Experimental. P nula.

independienteas

La distribucién de % Area FOS o5 Eba U de

: Conzene |3
2 la mizma entre las categorias de Eﬂalilr:nr}nugggt?:; 1,000  hipédtesis
Condicion Experimental. independientes nula.
La distribucién de % Area Frueba U de
3 Colocalizacion es la mizma entre Mann-Whitney agd Ei':'réii:ir: =
laz categonas de Candician para muestraz ' nuFia
Experimental. independientes :

Tabla 4.3.2.3.5: Pruebas U de Mann-Whitney para muestras independientes. No se encuentran
diferencias estadisticamente significativas entre los grupos RES-FOS-15D y RES-FOS-FT-15D en ninguna
de las variables (p>0,05). La diferencia de medias es significativa en el nivel 0,05.

= é.rea TH
[ = Area FOS

1% Area Colocalizacidn
3,000

2,000

Media % de Area

RES-FOS-15D RES-FOS-FT-15D

Condicion Experimental

Figura 4.3.2.3.5: En la figura se representa grdficamente la falta de diferencias significativas entre los
grupos, ya sea en % Area TH, en % Area FOS o en y % Area colocalizacion. Las barras de error muestran
el error tipico de la media +/- 2.
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Un andlisis de las medias del % de colocalizacion total de TH-FOS nos muestra que en
la condicion RES-FOS-15D tan solo un 22% de las células fos-positivas son células Th-
positivas. En la condicion RES-FOS-FT-15D colocaliza incluso una menor proporcion,

15%.

Condicion experimental % de colocalizacion TH-FOS % de no colocalizacion TH-FOS

RES-FOS-15D 22% 78%
RES-FOS-FT-15D 15% 85%

Tabla 4.3.2.3.6: Porcentajes de colocalizacion total TH-FOS. Un 22% de las células fos-positivas de RES-
FOS-15D son células Th-positivas frente al 15% de las que lo son en RES-FOS-FT-15D.

En la figura 4.3.2.3.6 se muestra un ejemplo de A5 en los grupos RES-FOS-15D y RES-
FOS-FT-15D en cada uno de los marcajes de fluorescencia analizados: marcaje de TH

(verde), marcaje de FOS (rojo) y colocalizacion de ambos, TH+FOS.

Condicién TH FOS COLOCALIZACION
Experimental

RES-FOS-15D

RES-FOS-FT-15D

Figura 4.3.2.3.6: Imagen del marcaje de A5 con TH, FOS y su colocalizacion para las condiciones
experimentales RES-FOS-15D y RES-FOS-FT-15D. Imdgenes aumentadas con un objetivo de 10x.
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4.3.3 Resultados de A7

4.3.3.1 A7: Estudio de la evolucion de los patrones de activacion tras la implantacion

del modelo de FMS inducido por reserpina.

Realizamos un andlisis de la evolucion temporal de los patrones de activacién de A7 a
las 6 horas, 5 dias y 15 dias posteriores a la tercera administracion de reserpina (Tabla
4.3.3.1.1). Un andlisis mas detallado de los descriptivos de esta muestra puede

encontrarse en el Anexo X.

Estadisticos descriptivos

Desviacién
N Media estandar Asimetria Curtosis
Error Error
Estadistico | Estadistico | Estadistico | Estadistico | estandar | Estadistico | estandar
% AreaTH 27 3,55359 1,523681 |1,867 ,448 4,874 ,872
% Area FOS 27 44641 ,330195 ,652 ,448 -1,057 ,872
%Area
] ) 27 ,26644 ,264045 1,070 ,448 -,020 872
Colocalizacion
N vaélido or
(P -
lista)

Tabla 4.3.3.1.1: Tabla resumen de los estadisticos descriptivos para las medidas de inmunofluorescencia
tomadas del nucleo A7 tras la implantacion del modelo de FMS inducido por reserpina. Se han obtenido
recuento de casos, media, desviacion tipica, asimetria y curtosis.

El test de normalidad Shapiro-Wilk muestra que el supuesto de normalidad se cumple
en todos los casos a excepcién de RES-FOS-15D, que falla en el supuesto de normalidad
tanto en la variable % Area TH como en la variable % Area FOS (Tabla 4.3.3.1.2). Esto
influira en la estadistica inferencial, puesto que en estas variables usaremos un test no

paramétrico Kruskal-Wallis para muestras independientes.

Por otra parte, se ha utilizado el estadistico de Levene para estimar la homogeneidad
de varianzas (Tabla 4.3.3.2.3). El conjunto de datos presenta homogeneidad de
varianzas para las variables % Area TH y % Area FOS, pero no para la variable %

colocalizacion.
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Pruebas de normalidad

Condicién Experimental Shapiro-Wilk

% AreaTH RES-FOS-6H ,970 10 ,888
RES-FOS-5D ,933 6 ,605
RES-FOS-15D ,622 11 ,000

% Area FOS RES-FOS-6H ,908 10 ,269
RES-FOS-5D ,962 6 ,837
RES-FOS-15D ,808 11 ,012

% Area Colocalizacion RES-FOS-6H ,894 10 ,188
RES-FOS-5D ,934 6 ,611
RES-FOS-15D ,858 11 ,054

Tabla 4.3.3.1.2: Pruebas de normalidad de los datos obtenidos para el estudio inmunohistoquimico de A7
tras la implantacion del modelo de FMS inducido por reserpina. El estadistico empleado es Shapiro-Wilk
(W). El grupo RES-FOS-15D falla el supuesto para las variables % Area TH y % Area FOS. Significacién
p<0,05.

Prueba de homogeneidad de varianza

Estadistico de

Levene dfl df2 Sig.
% AreaTH Se basa en la media ,391 2 24 ,681
% Area FOS Se basa en la media 1,897 2 24 172
% Area Colocalizacién Se basa en la media 5,474 2 24 ,011

Tabla 4.3.3.1.3: Pruebas de homogeneidad de varianzas de los datos obtenidos para el estudio
inmunohistoquimico de A7 tras la implantacion del modelo de FMS inducido por reserpina. El estadistico
empleado es Levene. La variable % Area colocalizacién (F=5,474, p<0,05) no cumple el supuesto de
homogeneidad de varianzas. Significacion p<0,05.

El analisis Kruskal-Wallis para muestras independientes muestra diferencias
estadisticamente significativas entre los grupos para la variable % Area FOS (p<0,05),
pero no para la variable % Area TH (Tabla 4.3.3.1.4). Al analizar las comparaciones por
pares, comprobamos que las diferencias se encuentran entre el grupo RES-FOS-6H y
los grupos RES-FOS-5D y RES-FOS-15D. Entre los grupos RES-FOS-5D y RES-FOS-15D no

existen diferencias estadisticamente significativas (Tabla 4.3.3.1.5).
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Resumen de contrastes de hipdtesis

Hipdtesis nula Frusba Sig. Deci=sidn
Frueba de
La distribucidn de % AreaTH es | rauﬁl?sl-ara Conserve la
1 misma entra las categonas de muestrEE G25 hipotesis
Condicidn Experimental. independiente nula.
£
Frueba de
La distribucién de % Area FOS Es'tlfj'r:ﬁl?:l-ara Rechace la
2 la misma entre las categorias de muegtrgg 00| hipatesis
Condicidn Experimental. independiante nula.
£

Tabla 4.3.3.1.4: Pruebas Kruskal-Wallis para muestras independientes. No se encuentran diferencias
estadisticamente significativas entre los grupos para la variable % Area TH (p>0,05) pero si se
encuentran diferencias significativas entre los grupos en la variable % Area FOS (p<0,05). La diferencia
de medias es significativa en el nivel 0,05.

Estadistico Estandar Desv. Estadistico . ..
Muestra 1-Muestra 2 de prueba Error de prueba Sig. Sig. ajust.
RES-FOS-5D-RES-FOS-15D -, 258 4026 - 064 949 1,000
RES-FOS.5D-RES-FOS.6H 13 667 4 097 3336 001 003
RES-FOS-15D-RES-FOS6H 13,409 3 466 3,868 000 000

Tabla 4.3.3.1.5: Pruebas post-hoc de comparaciones por pares. Las diferencias en % Area FOS se
encuentran entre el grupo RES-FOS-6H y los grupos RES-FOS-5D y RES-FOS-15D. No se encuentran
diferencias estadisticamente significativas entre los grupos RES-FOS-5D y RES-FOS-15D. La diferencia de
medias es significativa en el nivel 0,05.

Por otra parte, el analisis ANOVA de un factor para muestras independientes realizado
para la variable % Area colocalizacion muestra diferencias estadisticamente
significativas entre los grupos (F= 20,561; p<0,05). Para saber cdmo son esas
diferencias, recurrimos al correspondiente analisis post-hoc de Games-Howell. Como
podemos ver en la tabla 4.3.3.1.6, observamos diferencias estadisticamente
significativas entre el grupo RES-FOS-6H y los grupos RES-FOS-5D y RES-FOS-15D
(p<0,05). Los grupos RES-FOS-5D vy RES-FOS-15D no muestran diferencias

estadisticamente significativas entre si (p>0,05).
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ANOVA
% Area Colocalizacion
Suma de
cuadrados gl Media cuadrética | F Sig.
Entre grupos 1,145 2 572 20,561 ,000
Dentro de grupos ,668 24 ,028
Total 1,813 26

Tabla 4.3.3.1.6: Prueba ANOVA de un factor para muestras independientes. Se encuentran diferencias
estadisticamente significativas entre los grupos (F=20,561; p<0,05). La diferencia de medias es

significativa en el nivel 0,05.

Comparaciones multiples

Variable dependiente: % Area Colocalizacion

Diferencia 95% de intervalo
0] J) de de confianza
Condicion Experimental ~ Condicion Experimental | medias (I- | Error Limite Limite
J) estandar | Sig. | inferior | superior
Games-Howell RES-FOS-6H RES-FOS-5D ,424067 | ,082093 | ,001 | ,20281 | ,64533
RES-FOS-15D | ,427627 | ,083339 | ,001 | ,20509 | ,65017
RES-FOS-5D RES-FOS-6H -,424067 | ,082093 | ,001 | -,64533 | -,20281
RES-FOS-15D ,003561 | ,041949 | ,996 | -,10601 | ,11313
RES-FOS-15D RES-FOS-6H -,427627 | ,083339 | ,001 | -,65017 | -,20509
RES-FOS-5D -,003561 | ,041949 | ,996 | -,11313 | ,10601

Tabla 4.3.3.1.7: Pruebas post-hoc de Games-Howell de comparaciones mdultiples. Las diferencias en %
Area colocalizacién son estadisticamente significativas entre el grupo RES-FOS-6H y los grupos RES-FOS-
5D y RES-FOS-15D. La diferencia de medias es significativa en el nivel 0,05
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La figura que vemos a continuacion (Figura 4.3.3.1.1) muestra un descenso significativo
del total de area del nucleo A7 ocupada por células fos-positivas en RES-FOS-5D y RES-
FOS-15 con respecto a RES-FOS-6H (p<0,05), y un descenso significativo del total de

area de colocalizaciéon de células fos-positivas en RES-FOS-5D y RES-FOS-15 con

respecto a RES-FOS-6H (p<0,05).

M % AreaTH

[l % Area FOS

1% Area Colocalizacién
5 000

4,000

3,000

Media % de Area

2,000

1,000

ok

0,000

RES-FOS-15D

RES-FOS-5D

RES-FOS-6H
Condicién Experimental
Figura 4.3.3.1.1: En el grdfico se muestra un descenso significativo del total de drea del nucleo A7

ocupada por células fos-positivas de RES-FOS-5D y RES-FOS-15 con respecto a RES-FOS-6H (p<0,05), y un

descenso significativo del total de drea de colocalizacion de células fos-positivas en RES-FOS-5D y RES-
FOS-15 con respecto a RES-FOS-6H(p<0,05). * Significacion p<0,05 de % Area FOS respecto a RES-FOS-

6H. ** Significacién p<0,05 de % Area colocalizacion respecto a RES-FOS-6H. Las barras de error
muestran el error tipico de la media +/- 2.

Un andlisis de las medias del % de colocalizaciéon total de TH-FOS nos muestra la
evolucidon en la colocalizacion desde las 6 horas tras la ultima reserpinizacion hasta el

15 dia tras la ultima reserpinizacion sin la aplicacion de formalin test.

RES-FOS-6H 65% 35%
RES-FOS-5D 56% 44%
RES-FOS-15D 50% 50%

Tabla 4.3.3.1.8: Porcentajes de colocalizacion total TH-FOS en la condicion a la que no se le aplica
Formalin Test. Los porcentajes de colocalizacion descienden durante la evolucion temporal.
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4.3.3.2 A7: Estudio de la evolucion de los patrones de activacion tras el Test de

Formalina en el modelo de FMS inducido por reserpina.

Realizamos un analisis de la evolucién temporal de los patrones de activacién de A7 en
los animales a los que se les ha realizado el test de la formalina (FT) a las 4 horas de la
tercera administracién de reserpina (se perfunden a las 6 horas de la ultima dosis de
reserpina), a los 5 dias y a los 15 dias de la tercera administracién de reserpina (Tabla
4.3.3.2.1). Un andlisis mas detallado de los descriptivos de esta muestra puede

encontrarse en el Anexo XI.

Estadisticos descriptivos

Desviacién
N Media estandar Asimetria Curtosis
Error Error
Estadistico | Estadistico | Estadistico | Estadistico | estandar | Estadistico | estandar
% Area TH 13 4,44615 1,689485 |,285 ,616 -,676 1,191
% Area FOS 13 ,33462 ,339115 1,486 ,616 1,576 1,191
%Area
o 13 , 30369 ,333631 1,260 ,616 ,607 1,191
Colocalizacién
N vélido (por
] 13
lista)

Tabla 4.3.3.2.1: Tabla resumen de los estadisticos descriptivos para las medidas de inmunofluorescencia
tomadas del nucleo A7 tras realizar el test de la formalina en animales a los que se les ha implantado el
modelo de FMS inducido por reserpina. Se han obtenido recuento de casos, media, desviacion tipica,
asimetria y curtosis.

El test de normalidad Shapiro-Wilk os muestra que el supuesto de normalidad se

cumple en todos los casos (Tabla 4.3.3.2.2).

Por otra parte, se ha utilizado el estadistico de Levene para estimar la homogeneidad
de varianzas (Tabla 4.3.3.2.3). El conjunto de datos presenta homogeneidad de

varianzas para todas las variables.
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Pruebas de normalidad

Condicion Experimental Shapiro-Wilk

% Area TH RES-FOS-FT-6H 916 4 ,515
RES-FOS-FT-5D ,840 4 , 195
RES-FOS-FT-15D ,863 5 ,238

% Area FOS RES-FOS-FT-6H ,890 4 ,385
RES-FOS-FT-5D ,995 4 ,983
RES-FOS-FT-15D , 770 5 ,050

% Area Colocalizacion RES-FOS-FT-6H ,900 4 431
RES-FOS-FT-5D ,838 4 ,188
RES-FOS-FT-15D ,907 5 ,453

Tabla 4.3.3.2.2: Pruebas de normalidad de los datos obtenidos para el estudio inmunohistoquimico de A7
en los animales a los que se les ha realizado el test de la formalina tras ser reserpinizados. El estadistico

empleado es Shapiro-Wilk (W). Significacion p<0,05.

Prueba de homogeneidad de varianza

Estadistico de

Levene dfl df2 Sig.
% Area TH Se basa en la media ,043 2 10 ,958
% Area FOS Se basa en la media 3,991 2 10 ,053
% Area Colocalizacién Se basa en la media 1,973 2 10 ,190

Tabla 4.3.3.2.3: Pruebas de homogeneidad de varianzas de los datos obtenidos para el estudio
inmunohistoquimico de A7 en los animales tratados con reserpina a los que se les ha realizado
posteriormente el test de la fomalina. El estadistico empleado es Levene. EL supuesto se cumple en todos
los casos. Significacion p<0,05.

El analisis ANOVA de un factor para muestras independientes muestra diferencias

estadisticamente significativas entre los grupos para las variables % Area FOS (F=

21,311; p<0,05) y % Area colocalizacién (F=26,727; p<0,05) pero no para % Area TH

(Tabla 4.3.3.2.4). Para saber cémo son esas diferencias, acudimos al test post-hoc de

Bonferroni puesto que en todos los casos se cumplen los supuestos de homogeneidad

y normalidad. El post-hoc muestra que las diferencias se encuentran entre el grupo

RES-FOS-FT-6H vy los grupos RES-FOS-FT-5D y RES-FOS-FT-15D. Entre los grupos RES-

FOS-FT-5D y RES-FOS-FT-15D no existen diferencias estadisticamente significativas

(Tabla 4.3.3.2.5).
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ANOVA
Suma de Media
cuadrados gl cuadratica F Sig.
% Area TH Entre grupos 572 2 ,286 ,085 ,919
Dentro de
33,680 10 3,368
grupos
Total 34,252 12
% Area FOS Entre grupos 1,118 2 ,559 21,311 |,000
Dentro de
,262 10 ,026
grupos
Total 1,380 12
%Area Entre grupos 1,125 2 ,563 26,727 |,000
Colocalizacion Dentro de
211 10 ,021
grupos
Total 1,336 12

Tabla 4.3.3.2.4: Pruebas ANOVA de un factor para muestras independientes para las medidas de
inmunofluorescencia de A7 tras la realizacion del test de la formalina en animales reserpinizados. Se
observan diferencias estadisticamente significativas en % Area FOS (F=21,311; p<0,05) y en % Area
colocalizacién (F= 74,070; p<0,05). No se observan diferencias entre los grupos respecto % Area TH (F=

26,727; p>0,05). La diferencia de medias es significativa en el nivel 0,05.
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Comparaciones multiples

Diferencia 95% de intervalo
6)) de de confianza
(I) Condicién Condicién medias (I- | Error Limite | Limite
Variable dependiente Experimental Experimental | J) estandar | Sig. | inferior | superior
Bonferroni | % Area FOS RES-FOS-FT- RES-FOS-FT- .
,604500 , 114510 |,001 ,27585 |,93315
6H 5D
RES-FOS-FT- .
,656850 , 108633 ,000 ,34506 |,96864
15D
RES-FOS-FT- RES-FOS-FT- .
-,604500 ,114510 ,001 -,93315 | -,27585
5D 6H
RES-FOS-FT-
,052350 , 108633 | 1,000 |[-,25944 |,36414
15D
RES-FOS-FT- RES-FOS-FT- .
-,656850 ,108633 |,000 |[-,96864 |-,34506
15D 6H
RES-FOS-FT-
-,052350 , 108633 | 1,000 |[-,36414 |,25944
5D
% Area RES-FOS-FT- RES-FOS-FT- .
,602750 , 102592 | ,000 |,30830 |,89720
Colocalizacion  6H 5D
RES-FOS-FT- .
,661300 ,097327 |,000 |[,38196 |,94064
15D
RES-FOS-FT- RES-FOS-FT- .
-,602750 , 102592 | ,000 |[-,89720 |-,30830
5D 6H
RES-FOS-FT-
,058550 ,097327 | 1,000 |[-,22079 |,33789
15D
RES-FOS-FT- RES-FOS-FT- .
-,661300 ,097327 |,000 |[-,94064 |-,38196
15D 6H
RES-FOS-FT-
-,058550 ,097327 | 1,000 |[-,33789 |,22079
5D

Tabla 4.3.3.2.5: Prueba post-hoc de Bonferroni de comparacion por pares. Se observan diferencias
estadisticamente significativas entre el grupo RES-FOS-FT-6H y los grupos RES-FOS-FT-5D y RES-FOS-FT-
15D (p<0,05) tanto en % ‘Area FOS como en % Area colocalizacion. Por otra parte, los grupos RES-FOS-

FT-5D y RES-FOS-FT-15D no muestran diferencias estadisticamente significativas entre si (p>0,05). La

diferencia de medias es significativa en el nivel 0,05.
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La figura que vemos a continuacion (Figura 4.3.3.2.1) muestra un descenso significativo
del total de area del nucleo A7 ocupada por células fos-positivas en RES-FOS-FT-5D y
RES-FOS-FT-15D con respecto a RES-FOS-FT-6H (p<0,05), y un descenso significativo del
total de area de colocalizacion de células fos-positivas en RES-FOS-FT-5D y RES-FOS-FT-
15D con respecto a RES-FOS-FT-6H (p<0,05).

M % Area TH
B % Area FOS
[]% Area Colocalizacién

6,000

4,000

Media % de Area

2,000

* ek o ek

0,000~
RES-FOS-FT-8H RES-FOS-FT-5D RES-FOS-FT-15D

Condicion Experimental
Tabla 4.3.3.2.1: En el grdfico se muestra un descenso significativo del total de drea del nucleo A7
ocupada por células fos-positivas en RES-FOS-FT-5D y RES-FOS-FT-15 con respecto a RES-FOS-FT-6H
(p<0,05) y un descenso significativo del total de drea de colocalizacion de células fos-positivas en RES-
FOS-FT-5D y RES-FOS-FT-15 con respecto a RES-FOS-FT-6H(p<0,05). * Significacién p<0,05 de % Area FOS
respecto a RES-FOS-FT-6H. ** Significacién p<0,05 de % Area colocalizacién respecto a RES-FOS-FT-6H.
Las barras de error muestran el error tipico de la media +/- 2.

Un andlisis de las medias del % de colocalizacidon total de TH-FOS nos muestra la
evolucidn en la colocalizacién desde las 6 horas tras la Ultima reserpinizacidon hasta el

15 dia tras la ultima reserpinizacién contando con la aplicacion de formalin test.

RES-FOS-FT-6H 77,5% 22,5%
RES-FOS-FT-5D 75% 25%
RES-FOS-FT-15D 70% 30%

Tabla 4.3.3.2.6: Porcentajes de colocalizacion total TH-FOS en la condicion a la que se le aplica Formalin
Test. Los porcentajes de colocalizacion descienden durante la evolucion temporal.
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4.3.3.3 A7: Estudio comparativo de las condiciones sin y con Test de la Formalina tras la

reserpinizacion.

El siguiente punto es analizar por separado las condiciones experimentales del mismo

dia siny con la aplicacion del test de la formalina.

En cuanto a la comparacién de las variables correspondientes a las 6 horas después de
la Ultima administraciéon de reserpina (RES-FOS-6H y RES-FOS-FT-6H), realizamos la
prueba T de Student para muestras independientes. No encontramos diferencias
estadisticamente significativas entre los grupos en ninguna variable: ni en % Area TH
(t= 2,196; p>0,05), ni en % Area FOS (t= -0,554; p>0,05) ni en % Area colocalizacién
(1,464; p>0,05) (Tabla 4.3.3.3.1). Estos datos se muestran graficamente en la figura
4.3.3.3.1.

Prueba de muestras independientes

Prueba de | prueba t para la igualdad de medias

Levene 95% de intervalo de
de igualdad Diferencia | confianza de la
de varianzas Sig. Diferencia | de error | diferencia
F Sig. |t gl | (bilateral) | de medias | estandar | Inferior | Superior

% Area TH Se
asumen
) ,053 [,822 |2,196|12|,058 1,476700 | ,672359 |,011755|2,941645
varianzas
iguales

% Area FOS  Se

asumen -
,989 |,340 |-,554 [12],590 -,063750 |,115028 ,186874
varianzas , 314374

iguales

% Area Se

Colocalizacion asumen -
, 167 1,690 |1,464]12|,169 ,208600 |,142534 ,519155
varianzas ,101955
iguales
Tabla 4.3.3.3.1: Pruebas T de Student para muestras independientes. No se encuentran diferencias
estadisticamente significativas entre los grupos RES-FOS-6H y RES-FOS-FT-6H en ninguna de las variables
a estudio, nien % Area TH (t= 2,196; p>0,05), ni en % Area FOS (t= -0,554; p>0,05) ni en % Area
colocalizacion (t=1,464,; p>0,05). La diferencia de medias es significativa en el nivel 0,05.
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M < Area TH
M % Area FOS
2% Area Colocalizacién

§,000

Media % de Area

RES-FOS5-6H

RES-FOS-FT-6H

Condicion Experimental

Figura 4.3.3.3.1: La figura muestra la falta de diferencias estadisticamente significativas entre los grupos
en las variables % Area TH (t= 2,196; p>0,05), % Area FOS (t= -0,554; p>0,05) y % Area colocalizacion
(t=1,464; p>0,05). Las barras de error muestran el error tipico de la media +/- 2.

Un andlisis de las medias del % de colocalizacidn total de TH-FOS nos muestra que en
la condicidon RES-FOS-6H un 65% de las células fos-positivas son células Th-positivas. En

cambio, en la condicién RES-FOS-FT-6H colocaliza una mayor proporcion, 77,5%.

RES-FOS-6H 65% 35%
RES-FOS-FT-6H 77,5% 22,5%

Tabla 4.3.3.3.2: Porcentajes de colocalizacion total TH-FOS. Un 65% de las células fos-positivas de RES-
FOS-6H son células Th-positivas frente al 77% de las que lo son en RES-FOS-FT-6H.
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En la figura 4.3.3.3.2 se muestra un ejemplo de A7 en los grupos RES-FOS-6H y RES-
FOS-FT-6H en cada uno de los marcajes de fluorescencia analizados: marcaje de TH

(verde), marcaje de FOS (rojo) y colocalizacién de ambos, TH+FOS.

Condiciéon TH FOS COLOCALIZACION
Experimental

RES-FOS-6H

RES-FOS-FT-6H

Figura 4.3.3.3.2: Imagen del marcaje de A7 con TH, FOS y su colocalizacion para las condiciones
experimentales RES-FOS-6H y RES-FOS-FT-6H. Imdgenes aumentadas con un objetivo de 10x.
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Por otra parte, analizaremos las variables correspondientes a los 5 dias tras la ultima
administracion de reserpina (RES-FOS-5D y RES-FOS-FT-5D). Realizamos la prueba T de
Student para muestras independientes. No encontramos diferencias estadisticamente
significativas entre los grupos en ninguna variable: ni en % Area TH (t= 1,069; p>0,05),
ni en el % Area FOS (t= -0,563; p>0,05), ni en % Area colocalizacién (0,429; p>0,05)

(Tabla 4.3.3.3.3). Estos datos se muestran graficamente en la figura 4.3.3.3.3.

Prueba de muestras independientes

Prueba de | prueba t para la igualdad de medias
Levene 95% de intervalo de
de igualdad Diferencia | confianza ~ de la
de varianzas Sig. Diferencia | de error | diferencia
F Sig. | t gl | (bilateral) | de medias | estandar | Inferior Superior
% Area TH Se
asumen -
,212 | ,657 1,069 (8 |,316 1,018833(,952693 3,215748
varianzas 1,178081
iguales
% Area FOS  Se
asumen
) ,022 1,886 |-,563 |8 |,589 -,036417 |,064633 |-,185460 |,112626
varianzas
iguales
% Area Se
Colocalizacién asumen
) ,694 | ,429 |,538 |8 |,605 ,029917 |,055577 |-,098245 |,158078
varianzas
iguales

Tabla 4.3.3.3.3: Prueba T de Student para muestras independientes. No se encuentran diferencias
estadisticamente significativas entre los grupos RES-FOS-5D y RES-FOS-FT-5D en ninguna de las variables
de estudio, ni en % Area TH (t= 1,069; p>0,05), ni en % Area Fos (t=-0,563; p>0,05) y ni en % Area
colocalizacion (t=0,538; p>0,05). La diferencia de medias es significativa en el nivel 0,05.
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Figura 4.3.3.3.3: La figura muestra la falta de diferencias estadisticamente significativas entre los grupos
en las variables % Area TH (t= 2,196; p>0,05), % Area FOS (t=-0,554; p>0,05) y % Area colocalizacion
(t=1,464; p>0,05). Las barras de error muestran el error tipico de la media +/- 2.

Un andlisis de las medias del % de colocalizacion total de TH-FOS nos muestra que en
la condicidon RES-FOS-5D un 56% de las células fos-positivas son células Th-positivas. En

cambio, en la condicién RES-FOS-FT-5D colocaliza una mayor proporcion, 75%.

RES-FOS-6H 56%

44%
RES-FOS-FT-6H 75% 25%

Tabla 4.3.3.3.4: Porcentajes de colocalizacidn total TH-FOS. Un 56% de las células fos-positivas de RES-
FOS-5D son células Th-positivas frente al 75% de las que lo son en RES-FOS-FT-5d.

Eva M. GONZALEZ SOLER TESIS DOCTORAL



RESULTADOS 235

En la figura 4.3.3.3.4 se muestra un ejemplo de A7 en los grupos RES-FOS-15D y RES-
FOS-FT-15D en cada uno de los marcajes de fluorescencia analizados: marcaje de TH

(verde), marcaje de FOS (rojo) y colocalizacién de ambos, TH+FOS.

Condicion TH FOS COLOCALIZACION
Experimental

RES-FOS-5D

RES-FOS-FT-5D

Figura 4.3.3.3.4: Imagen del marcaje de A7 con TH, FOS y su colocalizacion para las condiciones
experimentales RES-FOS-5D y RES-FOS-FT-5D. Imdgenes aumentadas con un objetivo de 10x.

Para finalizar con el analisis del nicleo A7, realizamos la prueba no paramétrica U de
Mann whitney para muestras independientes para analizar si existen diferencias
estadisticamente significativas entre los grupos RES-FOS-15D y RES-FOS-FT-15D. No
encontramos diferencias estadisticamente significativas entre los grupos en ninguna
de las variables: ni en % Area TH (p>0,05), ni en % Area FOS (p>0,05) ni en el % Area
colocalizacién (p>0,05) (Tabla 4.3.3.3.4). Estos datos se muestran graficamente en la

figura 4.3.3.3.5.
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Resumen de contrastes de hipdtesis

Hipdtesi= nula Prusbz Sig. Decisidn
La distribucién de % Area TH es | raunenb-'aull'l-liitdr?e Conszerve 13
1 misma entre las categorias de e muestra;r 329 hiphtesis
Condicion Experimental. independientes nula.
La distribucién de % Area FOS es Eﬂraunenbjm'l-l!.itdr?e Conzerve 13
2 la misma entre las categorias de para muestra;r 053 hipétesis
Condicion Experimental. independientes nula.
La distribucidn de % Area Frueba U de
3 Caolocalizacion es la misma entre Mann-irhitney azd Ei':'rftig: =
laz categorias de Condician para muestras ' nuFia
Experimental. independientes :

Tabla 4.3.3.3.4: Pruebas no paramétricas U de Mann-Whitney para muestras independientes. No se
encuentran diferencias estadisticamente significativas entre los grupos RES-FOS-15D y RES-FOS-FT-15D
en ninguna de las variables a estudio, ni en % Area TH (p>0,05), ni en % Area FOS (p>0,05), ni en % Area

colocalizacion (p>0,05). La diferencia de medias es significativa en el nivel 0,05.

&,000

5000

4 000

3,000+

Media % de Area

2,000

1,000

0,000=

RES-FOS-13D RES-FOS-FT-13D

Condicion Experimental

M = .é.l'ea TH
I 2 Area FOS
% Area Colocalizacion

Figura 4.3.3.3.5: La figura muestra la falta de diferencias estadisticamente significativas entre los grupos
en las variables % Area TH, % Area FOS y % Area colocalizacién (p>0,05). Las barras de error muestran el

error tipico de la media +/- 2.
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Un andlisis de las medias del % de colocalizacion total de TH-FOS nos muestra que en
la condicién RES-FOS-5D tan solo un 50% de las células fos-positivas son células Th-
positivas. En cambio, en la condicidon RES-FOS-FT-5D colocaliza una mayor proporcién,

70%.

Condicion experimental % de colocalizacion TH-FOS % de no colocalizacion TH-FOS

RES-FOS-15D 50% 50%
RES-FOS-FT-15D 70% 30%

Tabla 4.3.3.3.5: Porcentajes de colocalizacion total TH-FOS. Un 50% de las células fos-positivas de RES-
FOS-15D son células Th-positivas frente al 70% de las de RES-FOS-FT-15D.

Por ultimo, en la figura 4.3.3.3.6 se muestra un ejemplo de A7 en los grupos RES-FOS-
15D y RES-FOS-FT-15D en cada uno de los marcajes de fluorescencia analizados:

marcaje de TH (verde), marcaje de FOS (rojo) y colocalizacién de ambos, TH+FOS.

Condicién TH FOS COLOCALIZACION
Experimental

RES-FOS-15D

RES-FOS-FT-15D

Figura 4.3.3.3.6: Imagen del marcaje de A7 con TH, FOS y su colocalizacion para las condiciones
experimentales RES-FOS-15D y RES-FOS-FT-15D. Imdgenes aumentadas con un objetivo de 10x.
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4.3.4 Estudio de la evolucién de la activacién de las laminas | y Il del asta posterior de
la médula espinal tras aplicacién de dolor inflamatorio (Test de la Formalina) en ratas

sometidas al modelo de FMS inducido por reserpina en rata

En este caso vamos a analizar si existen diferencias estadisticamente significativas
entre las condiciones RES-FOS-FT-6H, RES-FOS-FT-5D y RES-FOS-FT-15D en la cantidad
de células fos-positivas existentes en las laminas | y Il del asta posterior de la médula

espinal.

En primer lugar, realizaremos un estudio de la estadistica descriptiva (Tabla 4.3.4.1).
Un andlisis mas detallado de los descriptivos de esta muestra puede encontrarse en el

Anexo XII.

Estadisticos descriptivos

Desviacién

N Media estandar Asimetria Curtosis

Error Error

Estadistico | Estadistico | Estadistico | Estadistico | estandar | Estadistico | estandar

Células
70 15,5857 12,12435 |,157 ,287 -1,616 ,566
fospositivas
N valido (por
70
lista)

Tabla 4.3.4.1: Tabla resumen de los estadisticos descriptivos para las medidas de inmunofluorescencia
tomadas de las Idminas | y Il del asta posterior de la médula espinal en los grupos a los que se les ha
realizado el Test de la Formalina tras el protocolo de reserpinizacion. Se han obtenido recuento de casos,
media, desviacion tipica, asimetria y curtosis.

El test de normalidad Kolmogorov-Smirnov para muestras mayores a 30 casos muestra
que el supuesto de normalidad sélo se cumple en la condicién RES-FOS-FT-5D (Tabla
4.3.4.2), con lo que afectard a la estadistica inferencial: Usaremos el test no

paramétrico Kruskal-Wallis para muestras independientes.
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Por otra parte, se ha utilizado el estadistico de Levene para estimar la homogeneidad

de varianzas (Tabla 4.3.4.3). El conjunto de datos presenta homogeneidad de

varianzas.

Pruebas de normalidad

Condicién experimental

Kolmogorov-Smirnov

Células fos-positivas RES-FOS-FT-6H ,241 26 ,000
RES-FOS-FT-5D 174 24 ,059
RES-FOS-FT-15D ,261 20 ,001

Tabla 4.3.4.2: Pruebas de normalidad de los datos obtenidos para el estudio inmunohistoquimico de las
Idminas |y Il del asta posterior de la médula espinal tras la realizacion del Test de la Formalina en ratas
reserpinizadas. El estadistico empleado es Kolmogorov-Smirnov (W), indicado para muestras mayores de
30 casos. El supuesto falla en los grupos RES-FOS-FT-6H y RES-FOS-FT-15D. Significacion p>0,05.

Prueba de homogeneidad de varianza

Estadistico de

Levene dfl df2 Sig.

Células fos-positivas Se basa en la media 717 2 67 ,492
Tabla 4.3.4.3: Prueba de homogeneidad de varianzas de los datos obtenidos para el estudio estudio
inmunohistoquimico de las Idminas I y Il del asta posterior de la médula espinal tras la realizacién del
Test de la Formalina en ratas reserpinizadas. El estadistico empleado es Levene. Se cumple el supuesto
de homogeneidad de varianzas. Significacion p>0,05.

En cuanto a la estadistica inferencial, el test no paramétrico Kruskall-Wallis muestra
que no hay diferencias estadisticamente significativas entre los grupos (p>0,05) (Tabla

4.3.4.4). Estos datos se muestran graficamente en la figura 4.3.4.1.

Resumen de contrastes de hipdtesis

Hipdtesziz nula Prusb=a Sig. Decisian
Frueba de
La distribucidn de C&lulas Kruskal-

L - ; Consena |a
fospositivas &5 1a misma entre lasWMiallis para

! categaoras de Condicidn muestras BB Eu:igtegig
experimeantal. independients :
z

Tabla 4.3.4.4: Andlisis no paramétrico Kruskal-Wallis para muestras independientes. No se encuentran
diferencias estadisticamente significativas entre los grupos (p>0,05).
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25,00

20,00

15,00

10,00

5,00

Media de niamero de células fospositivas

0,00~

RES-FOS-FT-6H RES-FOS-FT-5D RES-FOS-FT-15D

Condicion experimental
Figura 4.3.4.1: La figura muestra la falta de diferencias estadisticamente significativas entre los grupos
en el numero de células fos-positivas halladas en las Idminas I y Il del asta posterior de la médula espinal.
Las barras de error muestran el error tipico de la media +/- 2.

Por otra parte, se ha analizado si existen diferencias estadisticamente significativas
entre las astas medulares posteriores ipsilateral y contralateral al Test de la Formalina,
dependiendo del tiempo en que se hubiese realizado el test desde la implantacién del
modelo (6 horas, 5 dias o 15 dias) mediante un test ANOVA de medidas repetidas con
un factor intersujeto. La prueba de esfericidad de Mauchly (Tabla 4.3.4.5), muestra
qgue los datos no cumplen el supuesto de esfericidad (W= 1; p<0,05), por lo que
miraremos la correccion de Huynh-Feldt. Los datos muestran diferencias
estadisticamente significativas entre los lados (F=85,998; p<0,05) pero no entre las
condiciones experimentales (en los diferentes dias tras la implantacion del modelo)
(F=0,481; p>0,05) (Tabla 4.3.4.6). Estos datos se muestran graficamente en la figura
4.3.4.2.

Prueba de esfericidad de Mauchly
Medida: MEASURE 1

Epsilon”
Efecto inter W de Aprox. Chi- Greenhouse- | Huynh- Limite
sujetos Mauchly cuadrado gl Sig. Geisser Feldt inferior
1,000 ,000 0 . 1,000 1,000 1,000

Tabla 4.3.4.5: Prueba de esfericidad de Mauchly. los datos no cumplen el supuesto de esfericidad (W= 1;
p<0,05). Sin embargo, el valor de Huynh-Feldt en épsilon es alto (Huynh-Feldt=1).
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Pruebas de efectos dentro de sujetos
Tipo Il de
suma de Cuadratico
Origen cuadrados gl promedio F Sig.
Células Esfericidad asumida 6930,225 1 6930,225| 85,998 ,000
fospositivas Greenhouse-
. . 6930,225 1,000 6930,225| 85,998 ,000
segun lateralidad  Geisser
Huynh-Feldt 6930,225 1,000 6930,225| 85,998 ,000
Limite inferior 6930,225 1,000 6930,225| 85,998 ,000
Células Esfericidad asumida 77,460 2 38,730 ,481 ,621
fospositivas Greenhouse-
. . 77,460 2,000 38,730 ,481 ,621
segun lateralidad  Geisser
y segun condicion  Hyynh-Feldt 77,460 2,000 38,730 481 621
experimental Limite inferior 77,460 | 2,000 38,730 481 621
Error Esfericidad asumida 5399,283 67 80,586
Greenhouse-
) 5399,283( 67,000 80,586
Geisser
Huynh-Feldt 5399,283 | 67,000 80,586
Limite inferior 5399,283 [ 67,000 80,586

Tabla 4.3.4.6: ANOVA de medidas repetidas con un factor intersujeto. Hallamos diferencias

estadisticamente significativas en el nimero de células fos-positivas entre el lado ipsi- y contralateral a
la aplicacion del Test de la Formalina (Dolor inflamatorio) en las Idminas | 'y Il del asta posterior de la
médula espinal (F=85,998; p<0,05) pero no hallamos esa diferencia entre las ipsi- las contra en los
diferentes dias tras la implantacion del modelo (F=0,481; p>0,05). La diferencia de medias es significativa

en el nivel 0,05.
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Condicidn
experimental
40,00 W
E =0
0150

Media del nimero de células fospositivas

Ipsilateral Contralateral

Lateralidad

Figura 4.3.4.2: La figura muestra las diferencias estadisticamente significativas entre los lados ipsi- y
contralateral a la aplicacion del Test de la Fomalina en el nimero de células fos-positivas halladas en las
Idminas 1y Il del asta posterior de la médula espinal (F=85,998; p<0,05). No hallamos diferencias
estadisticamente significativas entre las ipsi- y las contra- en los diferentes dias tras la implantacion del
modelo (F=0,481; p>0,05). * Significacién p<0,05 con respecto al lado ipsilateral de las 6 horas tras la
ultima administracion de reserpina. ** Significacion p<0,05 con respecto al lado ipsilateral de los 5 dias
tras la ultima administracion de reserpina. ** Significacion p<0,05 con respecto al lado ipsilateral de los
15 dias tras la ultima administracion de reserpina. Las barras de error muestran el error tipico de la
media +/- 2.
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En la siguiente figura se muestran cortes del asta posterior de la médula ipsi- y
contralateral al Test de la Formalina del estudio de inmunofluorescencia de cada una
de las condiciones experimentales. Se puede apreciar la diferencia de marcaje de FOS

en las [dminas | y Il segun la lateralidad.

A) RES-FOS-FT-6H-IPSILATERAL B) RES-FOS-FT-6H-CONTRALATERAL

C) RES-FOS-FT-5D-IPSILATERAL D) RES-FOS-FT-5D-CONTRALATERAL

E) RES-FOS-FT-15D-IPSILATERAL F) RES-FOS-FT-15D-CONTRALATERAL

Figura 4.3.4.3: Muestras de cortes de asta posterior de médula del estudio de inmunofluorescencia con
marcaje de c-fos de cada condicion: A) Muestra ipsilateral de la condicion RES-FOS-FT-6H. B) Muestra
contralateral de la condicion RES-FOS-FT-6H.. C) Muestra ipsilateral de la condicion RES-FOS-FT-5D. D)
Muestra contralateral de la condicion RES-FOS-FT-5D. E) Muestra ipsilateral de la condicion RES-FOS-FT-
15D. F) Muestra contralateral de la condicion RES-FOS-FT-15D.
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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 la fatiga crdnica, el suefo no reparador y los
trastornos depresivos. Este sindrome tiene una prevalencia relativamente importante
en nuestra sociedad y un elevado impacto socio-econdmico, dado que su
sintomatologia es altamente incapacitante y compromete la funcionalidad de las
personas para realizar las actividades de la vida diaria. El desconocimiento de su
etiopatogenia determina que actualmente el tratamiento del FMS no consiga alcanzar
un grado de eficacia satisfactorio. Por todo ello, es necesario avanzar en la validacién
de un modelo animal de fibromialgia, capaz de reproducir no sélo la sintomatologia de
dolor, sino también los principales sintomas comérbidos, y asi poder profundizar en los
mecanismos subyacentes a esta patologia y poder avanzar en la investigaciéon de
terapias y farmacos mas efectivos.

El objetivo de este estudio es aportar validez robusta al modelo de fibromialgia
inducido por reserpina en rata propuesto por Nagakura et al. en 2009. Estudios previos
de nuestro laboratorio han reafirmado la presencia de alteraciones en el
procesamiento del dolor y de sintomatologia depresiva, asi como alteraciones del
suefo similares a la descritas en pacientes con FMS. En el presente trabajo, hemos
utilizado pregabalina y duloxetina, dos de los fdrmacos aprobados para el tratamiento
de FMS, para evaluar su eficacia sobre la sintomatologia algica y depresiva existente en
este modelo animal. Se administrd siguiendo un tratamiento crénico equiparable al
tratamiento crénico estandarizado en humanos. En primer lugar, evaluamos su efecto
analgésico sobre la presencia de alteraciones en el procesamiento del dolor mediante
pruebas conductuales de alodinia téctil e hiperalgesia mecanica (Electrovonfrey test y
el Randall and Selitto test, respectivamente), y el efecto antidepresivo ante la
presencia de sintomatologia depresiva (mediante Forced Swimming test y Novelty-
Suppressed Feeding test). En segundo lugar, analizamos la modificacion y evolucion de
los patrones de activacién de los principales centros supramedulares noradrenérgicos
(Locus Coeruleus y areas A7 y A5) tras la implantacién del modelo de FMS inducido por
reserpina en rata, asi como las variaciones de estos patrones tras la introduccién de

un dolor inflamatorio (test de formalina) en distintos momentos temporales desde la
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implantacion del modelo, tanto en los centros noradrenérgicos de estudio como en el
asta dorsal de la médula espinal. Para ello, hemos empleado técnicas de
inmunodeteccién de la proteina Fos, codificada por el gen de expresidon temprana c-
fos. La inmunodeteccidn de Fos se realizé conjuntamente con la de tiroxina hidroxilasa,
la enzima limitante en la sintesis de noradrenalina, para comprobar que las neuronas
gue modificaban su patrén de activacion eran de naturaleza noradrenérgica.

Los resultados obtenidos muestran, por una parte, que el tratamiento con duloxetina
durante 15 dias a dosis de 30 mg/kg/dia disminuye la hiperalgesia mecanica y la
alodinia tactil, asi como los sintomas depresivos en las ratas sometidas al modelo de
FMS inducido por reserpina en rata (Nagakura et al. 2009). Una dosis aguda de
duloxetina también reduce la alodinia tactil y la sintomatologia depresiva, pero no la
hiperalgesia.

Por otra parte, el tratamiento con pregabalina durante 15 dias a dosis de 30 mg/kg/dia
disminuye la hiperalgesia mecanica y la alodinia tactil en las ratas sometidas al modelo
de FMS inducido por reserpina en rata (Nagakura et al. 2009); en cambio, la dosis
aguda de pregabalina no muestra efectos sobre la alteracidn en el procesamiento de
dolor. Por el contrario, el tratamiento crdnico con pregabalina no resulta efectivo
sobre la sintomatologia depresiva, pero si produce mejora de estos sintomas en dosis
aguda.

Por altimo, los resultados obtenidos en el estudio de inmunofluorescencia muestran,
por una parte, que la administracion de reserpina en rata siguiendo el modelo descrito
por Nagakura y sus colaboradores produce una elevada expresién de Fos en los
centros noradrenérgicos a las 6 horas de haber sido administrada la tercera dosis de
reserpina, mientras que a los 5 dias y a los 15 dias de esta ultima dosis, el nimero de
células Fos positivas se reduce drasticamente. Este mismo patrdn se describe entre las
6 horas, 5 y 15 dias de la administracién de reserpina en los grupos a los que se les
introdujo un dolor inflamatorio (test de formalina) antes de ser perfundidos. El analisis
de colocalizacion de células Fos-positivas y Th-positivas muestra en LC un menor
porcentaje de colocalizacién a las 6 horas de la implantacion del modelo, que a los dias
5y 15, de forma contraria a lo que ocurre en las areas A5 y A7. Por Ultimo, la aplicaciéon
del dolor inflamatorio no modifica los patrones de activacién de células

noradrenérgicas en los centros estudiados en ninguno de los tiempos en comparacién
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con el grupo reserpinizado al que no se le administré formalina. La introduccidn del
test de formalina si produce un aumento en la expresiéon de Fos en las laminas
ipsilaterales 1 y Il de la médula espinal, y este aumento es similar independientemente
del tiempo transcurrido entre el periodo de reserpinizacién y la administracion de

formalina.

5.1 Discusion del estudio de los umbrales del dolor

Nuestros resultados muestran que la administracion de 30 mg/kg/dia de duloxetina o
pregabalina en un tratamiento continuado de 15 dias revierte la hiperalgesia y la
alodinia producidos por el modelo de FMS inducido por reserpina en rata. La dosis
aguda de duloxetina también ha resultado efectiva en revertir la alodinia tactil. Por el
contrario, no se observa mejora de los sintomas de dolor en los 15 dias posteriores a la
implantacion del modelo cuando se administra vehiculo.

Para este estudio de los umbrales de dolor hemos empleado el Electrovonfrey Test y el
Randall and Selitto Test, que miden alodinia tactil e hiperalgesia mecdnica,
respectivamente. Estos test no producen lesiones en los animales, son de facil
aplicacién y no invasivos, por lo que generan poco estrés durante su aplicacidon (Cunha
et al., 2004; Nagakura et al., 2009; Santos-Nogueira et al., 2012). Ademas, realizamos
un procedimiento de habituacién a la manipulacion del animal por parte del
investigador, al entorno de experimentacién y a los aparatos y procedimientos
requeridos para las mediciones, con el fin de reducir al maximo el fenédmeno de
analgesia inducida 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 Ila
determinacién de los cambios producidos en la percepcion del dolor de las ratas como
consecuencia de la implantacién del modelo de FMS inducido por reserpina y del
tratamiento con farmacos o vehiculo.

Para realizar este estudio empleamos un total de 42 ratas macho, 21 para cada test.
Tras un periodo de habituacion de cinco dias, realizamos dos medidas de linea base

para conocer los umbrales basales de percepcién del dolor de cada rata en condiciones
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fisioldgicas, y con ello comparar las variaciones producidas por la implantacién del
modelo y su posterior tratamiento. Una vez establecida la linea base, administramos a
las ratas 1 mg/kg de reserpina una vez al dia durante tres dias consecutivos para
implantar el modelo de FMS (Nagakura et al., 2009). El tratamiento farmacolégico se
llevé a cabo durante los 15 dias posteriores a la Ultima administracion de reserpina. Las
medidas del efecto de los farmacos / vehiculo sobre los umbrales de dolor se
realizaron los dias 1, 3,5, 7,9, 11, 13 y 15 de tratamiento. La primera medida se realizé
a las 2 horas de la primera administraciéon oral de farmaco, con lo que podemos
considerar esta medida como medida aguda.

Los farmacos escogidos para evaluar su eficacia sobre el modelo de FMS inducido por
reserpina fueron la duloxetina y la pregabalina. Estos farmacos son de los pocos
oficialmente autorizados para el tratamiento de pacientes con FMS en muchos paises y
actualmente han sido reafirmados como tal por organizaciones como el EULAR
(Calandre et al., 2015; MacFarlane et al., 2017).

El grupo de Nagakura et al. probaron el efecto de una dosis aguda de 3mg/kg; 10
mg/kg y 30 mg/kg de pregabalina o duloxetina el dia 5 después de la ultima inyeccion
de reserpina. Obtuvieron una recuperacion de los umbrales de dolor en las dosis de 10
y 30 mg/kg para la hiperalgesia muscular y en la dosis de 30 mg/kg para la alodinia
tactil. En nuestros resultados, la dosis aguda de 30 mg/kg de pregabalina no tiene
efectos significativos en la recuperacion de los umbrales de dolor. Esta incongruencia
entre los estudios puede deberse a la diferencia en el tiempo transcurrido desde el
establecimiento del modelo y la administracidn de la dosis aguda. En nuestro estudio,
la dosis aguda se administra el primer dia tras la implantacién del modelo, mientras
gue el grupo de Nagakura se administra el quinto dia. Dado el mecanismo de accion de
la reserpina sobre los sistemas monoaminérgicos, es posible que la afectacién el
primer dia tras la reserpinizacion sea demasiado pronunciada como para que el efecto
de la pregabalina llegue a alcanzar niveles significativos. A pesar de ello, en nuestro
trabajo si podemos observar una tendencia a la recuperacion de los umbrales. No se
han encontrado estudios actuales que testen de nuevo anticonvulsivantes en este
modelo animal, ya que los recientes trabajos se han centrado en nuevos IRSN por su

mayor efecto sobre el sistema monoaminérgico. Aun asi, es necesario el aumento de
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la experimentacion de farmacos gabapentinoides e IRSN en sinergia por su amplia
efectividad tanto en la sintomaologia principal como en la comdrbida en el FMS.
Estudios actuales en dolor neuropdtico han demostrado que, aunque la pregabalina
tiene una accion antialodinica a corto plazo después de una administracidn aguda, ésta
es transitoria y reaparece en las dos horas siguientes a la administracién de
pregabalina. Por el contrario, la mejora en los umbrales del dolor en el tratamiento con
pregabalina se mantiene tras tres dias de administracién oral, lo que es congruente
con los resultados obtenidos en otros modelos de dolor neuropatico, y en este caso,
en nuestro modelo de FMS (Kremer et al., 2016). Actuales estudios sobre la
administracion de la pregabalina en el tratamiento de accidentes isquémicos han
evidenciado que ésta tiene un interesante factor de proteccidn tras una isquemia
cerebral y efectos antioxidantes, antiinflamatorios, antiapoptdticos y neuroprotectores
(Asci et al., 2016). El efecto analgésico de la pregabalina esta vinculado a su capacidad
para unirse a los canales de calcio voltaje-dependientes en el sistema nervioso central
(Dooley et al., 2000; Takeuchi et al., 2007; Tanabe et al., 2008).

En general, los estudios indican que la pregabalina tiene efectos antinociceptivos tanto
en el dolor neuropatico como en la sintomatologia dolorosa del FMS (Mease et al.,
2008; Argoff, 2017; Kia y Choy, 2017).

Considerando ahora los estudios en pacientes con FMS, se ha demostrado una mejora
de mas del 50% en el dolor con un tratamiento continuado de 450 mg/dia de
pregabalina, asi como mejoras en diversos sintomas comdrbidos como la calidad del
suefo y la fatiga. En este sentido, nuestros resultados son congruentes con los
hallados durante las ultimas décadas en humanos. Sin embargo, los pacientes de
diversas patologias son reticentes al uso de pregabalina por su perfil de efectos
secundarios como mareos, somnolencia, aumento de peso, edema periférico y efectos
neurocognitivos negativos (Crofford et al., 2005; Hauser et al., 2009; Kia y Choy, 2017).
Por lo que respecta a nuestros resultados empleando duloxetina, no difieren
sustancialmente de los hallazgos obtenidos por Nagakura et al. Este grupo no encontré
mejora de la alodinia tactil, pero si de la hiperalgesia mecanica a una dosis aguda de
duloxetina de 30mg/kg el quinto dia tras la ultima administracién de reserpina
(Nagakura et al., 2009). En nuestro estudio, la dosis aguda de 30 mg/kg de duloxetina

el primer dia posterior a la administracién de reserpina mejora los sintomas de
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alodinia tactil pero no de hiperalgesia, aunque produce un aumento no significativo de
los umbrales. Cabe destacar que no son completamente comparables nuestros
resultados con los del grupo de Nagakura, ya que ellos prueban el efecto de una dosis
aguda de farmaco el quinto dia tras la implantacion del modelo, y nosotros el primer
dia. Siguiendo esta linea, el grupo de Murai et al. encontré una mejoria significativa de
la hiperalgesia mecénica tras dosis de 10 y 30 mg/kg de duloxetina oral en dosis aguda
el quinto dia tras la dltima administracion de reserpina; asimismo, no apreciaron
sintomas de problemas locomotores o de coordinacion a causa de la dosis (Murai et
al., 2015).

Nuestros resultados exponen que el tratamiento crénico de 15 dias con duloxetina
aumenta de forma estadistica los umbrales del dolor (con respecto a los animales
tratados con vehiculo) tanto en alodinia tactil como en hiperlagesia mecanica,
mostrando ciertos picos de actividad en hiperalgesia mecanica los dias 7 y 15 de
tratamiento. No hemos encontrado estudios que analicen el efecto de un tratamiento
farmacoldgico crénico sobre la modificacion de los umbrales de dolor en el modelo.

En el estudio del grupo de Zhang et al. de 2016 encontraron una mejora de la alodinia
tactil tras una dosis aguda de 50 mg/kg de duloxetina (entre otros) el quinto dia tras la
ultima administracién de reserpina. Los resultados de este estudio dieron lugar a la
hipdtesis que postula que el aumento combinado de 5-HT y NA podria ser mas
beneficioso en la atenuacion del dolor persistente que un aumento en cualquiera de
los dos agentes por si solos. Nuestros resultados son parcialmente congruentes con los
del grupo de Zhang et al. y apoyan la evidencia de que los IRSN muestran efectos
antialodinicos en este modelo animal de fibromialgia (Zhang et al., 2016).

En 2016, el grupo de Tamano desarroll6 un modelo de dolor crénico mediante la
administracion 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. Tras la implantacién del modelo, la administracién
intratecal de inhibidores selectivos de la recaptaciéon de serotonina y noradrenalina
(ISRSN), concretamente milnacipran en dosis de 30 a 300 nanomoles, y duloxetina en
dosis de 10 a 300 nanomoles, produjo una disminucién de la hiperalgesia mecanica

dosis- dependiente. Este grupo pudo concluir, de esta forma, que la disfuncién de los
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sistemas descendentes de control del dolor modulados por neuronas espinales
serotoninérgicas y noradrenérgicas juegan un importante rol en los sindromes de dolor
cronico, y que los antidepresivos ISRSN producen efectos analgésicos independientes
de sus efectos antidepresivos (Tamano et al., 2016).

Nuestros resultados son congruentes con los estudios realizados en humanos en las
ultimas décadas, que muestran una mejora significativa de la sintomatologia dolorosa
tras un tratamiento crénico con duloxetina a dosis 60/120 mg/dia. También han
referenciado mayor efectividad de la duloxetina sobre los sintomas dolor y los
trastornos de suefio frente a otros farmacos IRSN como el milnacipran, aun teniendo
en cuenta que la duloxetina tiene un efecto cinco veces mayor sobre la serotonina que
sobre la noradrenalina, y que el milnacipran es un IRSN mas equilibrado. Otros
farmacos ISRN como la venlafaxina no son normalmente prescritos en pacientes con
FMS por falta de evidencia robusta de mejora de los sintomas (Kia y Choy, 2017). A su
vez, no hay ningun farmaco aprobado oficialmente en la actualidad para el tratamiento
de los casos de sindrome de fibromialgia juvenil (JFMS) (Gmuca y Sherry, 2017). Por
otra parte, hay autores que indican que los pacientes que mejoran con medicacion
representan una proporcion baja del total, caracteristica comun a otras patologias de
dolor crénico (Hauser et al., 2017).

Por todo ello, consideramos que este modelo es valido para avanzar tanto en el
conocimiento de los mecanismos subyacentes a las alteraciones descritas en el
procesamiento del dolor en el FMS como para el desarrollo e investigacién de nuevos

farmacos para el tratamiento de este sindrome.

5.2 Discusién del estudio de la sintomatologia depresiva

Nuestros resultados muestran que tanto la pregabalina como la duloxetina son
capaces de revertir la sintomatologia depresiva provocada por el modelo de FMS
inducido por reserpina en un tratamiento agudo, medido con el Forced Swimming test.
Sin embargo, el tratamiento crénico durante 15 dias con pregabalina no es capaz de
mejorar esta sintomatologia, al contrario de lo que ocurre con la duloxetina, analizad

mediante el Novelty- Suppressed Feeding test.
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Las ratas reserpinizadas tratadas con vehiculo (agua comun) bien a dosis aguda o bien
durante 15 dias consecutivos no muestran mejoria de la sintomatologia depresiva ni a

corto ni a largo plazo.

5.2.1 Discusion del estudio Forced Swimming Test

El Forced Swimming Test (FST) se ha convertido en el modelo mds utilizado para
evaluar el efecto antidepresivo de farmacos de nueva generacién en animales. Esto se
debe en gran parte a su alto rendimiento, facilidad de uso, fiabilidad interlaboratorios
y especificidad. Ademas, esta prueba ha demostrado ser sensible al efecto agudo de
los tratamientos antidepresivos, asi como a los estados depresivos inducidos por varios
factores (Slattery y Cryan, 2014). El FST se basa en la observacion de las conductas de
escape o pasividad cuando los animales son introducidos en un cilindro con agua. Estas
conductas pueden clasificarse como natacién (descrita como los movimientos
horizontales que el animal realiza en el cilindro), escalada (descrita como movimientos
verticales que el animal realiza con las patas delanteras contra la pared del cilindro), o
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).
El comportamiento inmdvil refleja un fracaso en persistir con los intentos de escape
dirigido (indefension aprendida) (Porsolt et al., 1978; Lucki, 1997; Slattery y Cryan,
2012).

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 (Slattery y Cryan, 2014; Cryan et al., 2002;
Lucki, 1997; Slattery y Cryan, 2012). Es por ello que el grupo de Lucki modificé en 1997
los pardmetros del test para adaptarlos a las nuevas necesidades. Esta modificacidn
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
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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 las conductas
anteriormente descritas.

El registro de las conductas activas y su clasificacién 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). Se ha propuesto que la conducta de natacién estaria
mediada por la accién serotoninérgica, mientras que la de escalada estaria medada por
noradrenalina. Por ello, los antidepresivos catecolaminérgicos aumentarian
selectivamente la conducta de escalada, mientras que los serotonérgicos aumentarian
selectivamente la conducta de nadar. Esto implica que el FST tiene el beneficio
adicional de determinar si un nuevo agente farmacolégico activa predominantemente
cualquiera de estos sistemas neurotransmisores.

Sin embargo, el FST presenta algunas limitaciones, pues muchos autores consideran
que esta basado en factores de estrés (aunque hay evidencia de que existe un vinculo
entre la depresion y el estrés). A pesar de ello, este test es el mas indicado para
estudiar los mecanismos subyacentes a los efectos antidepresivos agudos de varios
compuestos (Cryan et al., 2002, Cryan y Slattery, 2007).

En el estudio mediante Forced Swimming Test se emplearon 24 ratas macho Sprague-
Dawley, de las cuales 9 fueron tratadas con reserpina-vehiculo, 8 con reserpina-
duloxetina y 7 con reserpina-pregabalina. Cabe destacar que, a diferencia del estudio
realizado por el grupo de Nagakura en 2009, la realizacién del FST por nuestro grupo
de estudio incluyd una metodologia estrictamente estandarizada siguiendo los pasos
que Slattery y Cryan perfeccionaron en 2012.

No se han analizado las conductas en el pretest puesto que todos los animales han sido
sometidos al mismo protocolo de reserpinizacién. Estudios anteriores han evidenciado
una ausencia de diferencias estadisticamente significativas en las conductas de
inmovilidad, natacién y escalada en esa fase de pretest entre animales reserpinizados y
animales no reserpinizados, lo que desecha la idea de una induccién de hipocinesia por
efecto de este quimico (Antkiewicz-Michaluk et al., 2014; Minor et al., 2003; Nagakura
et al., 2009).
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Los animales sometidos al modelo de FMS inducido por reserpina mostraron mejora
en sus sintomas depresivos al recibir dos dosis de 30 mg/kg de duoxetina (una
posterior al pretest y una segunda 2 horas antes que el test). Concretamente,
mostraron un aumento significativo en la conducta de nataciéon y un incremento
significativo en la conducta de escalada, asi como un descenso significativo en el
tiempo que pasaron flotando inmdviles en la fase de test comparado con las ratas
tratadas con vehiculo.

Nuestros resultados apoyan las evidencias que defienden que la duloxetina posee un
efecto agudo precoz y una gran eficacia en tratar los sintomas fisicos de la depresién, y
gue ese efecto es dependiente de un aumento agudo temprano en los niveles de 5-HT
y NA en el SNC en este modelo animal de FMS (Shibrya et al., 2017; Zomkowski et al.,
2012). Estos resultados son también congruentes con los encontrados en modelos de
dolor neuropatico que cursan con depresidn (Hu et al., 2016), reforzando la evidencia
de que dolor y depresidn comparten vias reguladas por las aminas biégenas (Delgado,
2004; Rodriguez-Gaztelumendi et al., 2014; Benson et al., 2015). Todo ello potencia la
sugerencia de que las vias noradrenérgicas y serotoninérgicas podrian ser objetivos
prometedores para tratar la significativa comorbilidad clinica del dolor crénico vy la
depresidn. Por otra parte, hay autores que defienden una participacién de los
receptores NMDA vy de la via L-arginina-NO-cGMP en el efecto antidepresivo de la
duloxetina en el FST, lo que abriria una nueva linea de investigacidon para estudiar
nuevas dianas terapéuticas (Zomkowski et al., 2012).

Por lo que respecta a estudios en humanos, sin embargo, algunas revisiones han
expuesto que la duloxetina no parece proporcionar una ventaja significativa en su
eficacia sobre otros agentes antidepresivos para el tratamiento en fase aguda de la
depresion mayor (Cipriani et al., 2012). Por ello muchas veces se plantea el por qué
dorganos como la FDA o el EULAR decidieron incluir a este farmaco como uno de los
pocos indicados para el tratamiento de un sindrome tan complejo como es el FMS
(incluso en casos raros como FMS en la adolescencia) (Calandre et al., 2016).
Paradéjicamente, diversos estudios aportan evidencias de una mayor eficacia de la
duloxetina frente a otros IRNS en el tratamiento del FMS, tanto en sintomatologia
dolorosa como en depresion e incluso en ciertos aspectos de los sintomas cognitivos.

Asimismo, todos proponen a la duloxetina como farmaco de primera opcion para
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pacientes de FMS en los que predomine la depresion como sintoma comdrbido
(Schatzberg, 2007; Russell, 2008; Scholz et al., 2009; Hauser et al., 2011; Lee y Song,
2016) y algunos recalcan que, aunque es efectiva, hay una necesidad de mejorar la
eficacia de los tratamientos farmacoldgicos para aumentar sustancialmente esta
eficacia, abarcar mdas aspectos sintomatologia comdrbida y reducir los efectos
adversos (Kim et al., 2013).

Por otro lado, los animales sometidos al modelo de FMS inducido por reserpina
mostraron mejora en sus sintomas depresivos al recibir dos dosis de 30 mg/kg de
pregabalina (una posterior al pretest y otra 2 horas antes del test). En concreto,
mostraron un aumento significativo en la conducta de natacién asi como un descenso
significativo en el tiempo que pasaron flotando inmdéviles en la fase de test comparado
con las ratas tratadas con vehiculo; sin embargo, no se observaron cambios
significativos en la conducta de escalada.

Hay que sefialar que no se han encontrado estudios experimentales preclinicos en los
gue se testase este fdrmaco antiepiléptico en un test de depresion. De hecho, como
hemos sefialado con anterioridad, no se ha estudiado el papel de la pregabalina en los
trastornos del estado de animo en el FMS (Roskell et al., 2011; Chinn et al., 2016; Derry
et al., 2016; Gerardi et al., 2016). Durante la Ultima década, en todo el mundo se ha
extendido el uso de la pregabalina como analgésico y se ha aprobado para diversas
patologias que cursan con dolor, como el dolor neuropatico asociado con neuropatia
periférica diabética en EE.UU. y México, neuralgia postherpética (NPH) en los EE.UU.,
dolor neuropatico central y periférico en Europa y FMS en Estados Unidos, México y
Canadd (Darba et al., 2014; Parker et al., 2015). La pregabalina ha resultado ser mas
gue efectiva en FMS, siendo la primera terapia farmacolégica aprobada por la FDA
para el manejo de este sindrome (Boomershine, 2010; Bellato et al., 2012; Russell,
2013; Schug y Goddard, 2014; Forte et al., 2015; Gerardi et al., 2016; Chinn et al.,
2016). En un reciente estudio se expone que, en los casos en los que se ha observado
una mejora de la sintomatologia comdrbida depresiva en los pacientes con FMS debida
a la pregabalina, no se ha tenido en cuenta ni el resto de terapias no farmacoldgicas ni
la coexistencia de tratamientos con otros farmacos (Arnold et al., 2015).

Parece haber un vinculo comun entre las diferentes indicaciones en las que se usan

antiepilépticos: son estados subyacentes de hiperexcitabilidad que pueden
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manifestarse como trastornos del suefio, cambios de humor o impulsividad. Existen
varias hipdtesis sobre una fisiopatologia subyacente comun, como los flujos excesivos
de sodio y calcio. Algunos autores sefialan que puede encontrarse cierto efecto
antidepresivo agudo y ansiolitico en estos farmacos, que puede explicarse, al menos
en parte, mediante la modulacién aguda de la serotonina, dopamina, noradrenalina y
la accion gabaérgica del acido y-aminobutirico (GABA) (Grunze, 2008; Kawalec et al.,
2014). En contraposicién, un estudio realizado en ratones llevado a cabo por el grupo
de Kaygisiz expuso que el sistema serotoninérgico no modula el efecto antinociceptivo
de la pregabalina pero que, de forma contraria, parece haber una participacién de la
via opioidérgica en este efecto (Kaygisiz et al., 2014).

Nuestra hipdtesis principal a estos resultados es que este “efecto antidepresivo agudo”
se debe, en efecto, a una modulacién aguda de las monoaminas y al efecto analgésico
de la pregabalina, con lo que los animales se encontrarian en un estado de mejoria
temprana de los sintomas, que motivaria las conductas activas de escape en el test. Sin
embargo, no encontraremos los mismos resultados en el NSFT, el cual mide el efecto

antidepresivo a largo plazo.

5.2.2 Discusidn del estudio Novelty-Suppressed feeding test

El Novelty-Suppressed Feeding Test (NSFT) se basa en el fendmeno de la hiponeofagia,
es decir, la inhibicion de la ingesta producida por la exposicidon 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. Los test basados en fendmenos de
hiponeophagia se describieron inicialmente para estudiar la eficacia de los
tratamientos ansioliticos, pero se utilizan cada vez mas para estudiar tratamientos
antidepresivos subcrénicos y cronicos en roedores (David et al.,, 2009; Nestler y
Hyman, 2010).

En el centro del campo abierto se emplaza una placa de Petri sobre una plataforma
blanca que contiene una pequefia cantidad de comida. En nuestro estudio, los

animales fueron motivados a acercarse al centro del campo abierto y a comer
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utilizando dos estrategias paralelas: 1) los animales fueron expuestos a un protocolo
de deprivacién progresivo (Stedenfeld et al., 2011; Blasco-Serra et al., 2017); y 2) se
enriquecio la comida habitual de los animales (pellets estandar de 12 mm, Global Diet
2014, de ENVIGO) con una solucién de sacarosa al 50% para convertirla en mds
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 introducir un
factor no estandarizado al estudio. Por otro lado, la comida enriquecida con sacarosa
se les administrd 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 extra que influyera en los resultados del NSFT.

En el estudio mediante Novelty-Suppressed Feeding Test se emplearon 22 ratas macho
Sprague-Dawley, de las cuales 7 fueron tratadas con reserpina-vehiculo, 7 con
reserpina-duloxetina y 8 con reserpina-pregabalina.

En primer lugar debemos mencionar que la reserpina produce una anorexia muy
notable en su fase aguda (Blasco-Serra et al., 2015). Este efecto adverso se observa en
los animales tratados con reserpina, pero disminuye progresivamente hasta
desaparecer. Hemos verificado que no hay diferencias significativas entre los sujetos al
comparar la media de gramos de ingesta del dia anterior a la primera privacion y la
media de gramos de ingesta del periodo de habituacién. Esta anorexia es un factor a
tener en cuenta cuando se utiliza un inductor quimico de la depresién.

Por otra parte, hemos medido los pardmetros “Tiempo (que tardan los animales) en
comer” y “cantidad de comida ingerida” en jaula para asegurar que los resultados
obtenidos en el test son debidos a signos de conducta depresiva, y no a otros factores
como la falta de hambre o problemas digestivos derivados de la administracion de los
farmacos.

Los resultados muestran que el tratamiento con duloxetina a dosis de 30 mg/kg
revierte los sintomas depresivos producidos por la implantacién del modelo de FMS
inducido por reserpina. El efecto de la administracion crénica de duloxetina fue
testado el dia 14 de tratamiento. En el test, las mejoras se observaron por un mayor

numero de veces por minuto que los animales se acercaban a la comida y que los
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animales olian/tocaban la comida con respecto al grupo tratado con vehiculo, asi como
por la disminucién de la latencia en comer.

No se han encontrado estudios experimentales preclinicos que testeen el tratamiento
a largo plazo con duloxetina en NSFT y parece ser que todavia no se ha investigado
este modelo de FMS a largo plazo en casi ningln aspecto. Sin embargo, nuestros
resultados son congruentes con los encontrados en humanos tras un tratamiento de
aproximadamente 3 meses. Se ha observado que el efecto de la duloxetina en FMS es
mayor sobre la sintomatologia comdrbida depresiva que sobre la sintomatologia
dolorosa (Angeletti et al., 2013; Lunn et al., 2014; Chinn et al., 2016).

Por otro lado, los resultados muestran que el tratamiento con pregabalina a dosis de
30 mg/kg no mejora los sintomas depresivos producidos por la implantacién del
modelo de FMS inducido por reserpina. El efecto de la administracién crénica de
pregabalina fue testado el dia 14 de tratamiento. En el test, se observé un aumento de
las conductas de acercamiento y contacto con la comida, pero los animales no
redujeron el tiempo que tardaren en comer del centro con respecto al grupo tratado
con vehiculo.

Hasta la fecha la pregabalina no ha sido testada en tratamiento crénico ni en este
modelo animal de FMS ni en otros modelos animales que cursan con dolor. Cabe
destacar que la pregabalina no es un farmaco antidepresivo y que no se le conocen
efectos sobre la depresién, mas alla de los derivados de la mejora del dolor en cuadros
cronicos.

En humanos los datos obtenidos del efecto de la pregabalina sobre el estado de dnimo
de pacientes con FMS sugieren que no es un efecto directo, y que si nos basamos en
las categorias de Cohen, el efecto de la pregabalina versus placebo sobre la depresion
no es sustancial (Ugeyler et al., 2013). Esto seria congruente con nuestros resultados,
puesto que en el efecto agudo si hemos encontrado diferencias estadisticamente
significativas con respecto a la sintomatologia depresiva pero no hemos encontrado
una mejora sustancial de estos sintomas a largo plazo. Los datos experimentales
sugieren, como hemos senalado anteriormente, que la pregabalina activa el sistema
noradrenérgico supraespinal del control descendente inhibitorio del dolor, y todas las
hipdtesis de un efecto modulatorio de monoaminas centrales por parte de la

pregabalina son de efecto agudo, no se han mostrado evidencias a largo plazo
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(Takeuchi et al., 2007; Grunze, 2008; Tanabe et al., 2008; Kawalec et al., 2014). Por
otra parte, y en relacion a la diferente sintomatologia comdrbida, este farmaco si ha
demostrado tener un beneficio especifico con respecto a los trastornos del suefio,

fatiga y ansiedad (Russell et al., 2009; Arnold et al., 2015; Silverman et al., 2017).

5.3 Discusién del estudio inmunohistoquimico

Nuestros resultados evidencian una elevada activacién de los centros noradrenérgicos
pontinos (A5, LCy A7) a las 6 horas de la implantacion del modelo de FMS inducido por
reserpina. A los 5 y 15 dias desde la implantacién, estos nucleos disminuyen
drasticamente su activacién. Los datos de colocalizacion con tirosina hidroxilasa
indican un porcentaje elevado de colocalizacién, que se mantiene a lo largo del tiempo
en LC, pero que disminuye en los 5 y 15 dias posteriores a la reserpinizacién. Este
patréon en la evolucion temporal no se modifica por la introduccidon de un estimulo
agudo inflamatorio (test de la formalina) dos horas antes de las perfusiones.

La comparacioén entre los grupos a los que se les administra formalina y los grupos sin
formalina tampoco evidencia diferencias en los patrones de activacién. Es decir, los
centros noradrenérgicos afectados por el modelo de FMS inducido por reserpina no
presentan cambios en su activacion como consecuencia de la introduccidon de un
estimulo de inflamacién aguda, ni a las 6 horas ni a los 5 o 15 dias tras haber
administrado la reserpina. Unicamente en A5 a las 6 horas tras la ultima
administracion de reserpina, se observa un mayor nimero de células fospositivas y
mayor porcentaje de de colocalizacién en la condicion en la que se ha aplicado un
dolor inflamatorio.

Asimismo, hemos comparado la activacion de las ldminas | y Il del asta posterior de la
médula espinal tras la aplicacién de dolor inflamatorio en los tres dias de estudio, y no
hemos encontrado diferencias estadisticamente significativas entre las condiciones. Si
se puede observar el ascenso de la informacién dolorosa en estas laminas al comparar
la activacion entre el lado ipsilateral y el contralateral a la inyeccidn de formalina.

Los sistemas monoaminérgicos (sistema dopaminérgico, sistema serotoninérgico vy

sistema noradrenérgico) estdn involucrados en la mayoria de las funciones cerebrales,
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ademas, estd ampliamente demostrado que la modificacion de su actividad estd
relacionada con enfermedades neuropsiquidtricas y neurolégicas (Di Giovanni et al.,
2016). En estos ultimos afios, grupos de investigacion de todo el mundo estdn
aportando evidencias a la hipdtesis de de que el FMS también podria estar relacionado
con una alteracién en estos sistemas (Nagakura et al., 2009; Schmidt-Wilcke y Clauw,
2010; Schmidt-Wilcke y Clauw, 2011; Blasco-Serra et al., 2015).

De estos sistemas, el sistema noradrenérgico tiene entre sus funciones mas
importantes la regulaciéon del dolor (Pertovaara, 2013). Los grupos de células
noradrenérgicas agrupadas en nucleos se clasifican de Al a A7. La fuente principal de
noradrenalina en las vias descendentes es el sistema nervioso pontoespinal
noradrenérgico, originado en los grupos de células A5, A6 (Locus Coeruleus) y A7
(Howorth et al., 2009). Las principales vias ascendentes de proyeccién noradrenérgica
del sistema nervioso central son los haces dorsales y ventrales y el haz periventricular
(Cooper et al., 2003; Alba-Delgado et al., 2013). LC, A5 y A7 son, en este orden, los
nucleos con mayor porcentaje de neuronas noradrenérgicas en el sistema pontino
supramedular (Howort et al., 2009; Llorca-Torralba, 2016).

El LC se localiza en el tegmento pontino dorsolateral superior, y es el mayor productor
de noradrenalina del sistema nervioso: contiene casi el 50% de todas las neuronas
noradrenérgicas (Howorth et al., 2009; Llorca-Torralba, 2016; Benarroch, 2017). A
pesar de que también se producen pequenas cantidades de otras sustancias en el LC
(por ejemplo, vasopresina, neurotensina y galanina), NA es el principal y mas
importante neurotransmisor sintetizado por estas neuronas, ejerciendo su accion en
receptores adrenérgicos especificos. Sus neuronas tienen axones extensamente
ramificados que se proyectan a lo largo del neuroaxis, proporcionando la fuente
principal de noradrenalina (NA) al neocortex, al hipocampo, a la amigdala, al tdlamo, al
cerebelo y a la médula espinal (Lindvall y Bjorklund 1974; Benarroch, 2017). Las
neuronas de la LC se identifican por su inmunoreactividad para la tirosina hidroxilasa y
a la dopamina-B-hidroxilasa, las dos enzimas implicadas criticamente en la biosintesis
de NA (Benarroch, 2017).

El papel del LC en el dolor en humanos no se ha estudiado en profundidad puesto que
es una estructura de infimo tamafio y que varia segun diferentes factores; sin

embargo, la mayoria de los datos disponibles en roedores sugieren que las neuronas
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LC no estan implicadas significativamente en el mantenimiento del umbral basal del
dolor, pero cuando ocurre una lesion mas persistente (como en condiciones
inflamatorias agudas), el reclutamiento del sistema noradrenérgico descendente es
responsable de atenuar la sensacién de dolor, es decir, tras los cambios plasticos
inducidos por una lesién o inflamacidn, la contribucién del sistema noradrenérgico en
el control del dolor se incrementa. Este sistema noradrenérgico también contribuye a
la induccion y el mantenimiento de la actividad neuronal del cerebro anterior y el
estado conductual apropiado para la adquisicion de la informacidén sensorial
(Pertovaara, 2013; Llorca-Torralba, 2016).

En cuanto a la via ascendente noradrenérgica, las evidencias indican que esta
implicada con los componentes cognitivo-evaluativos y emotivo-afectivos del dolor, lo
que podria deberse principalmente a la red formada por el LC y sus proyecciones
ascendentes. Los aportes noradrenérgicos que alcanzan las areas encefalicas no sélo
estan relacionados con la sensacidon de dolor, sino también con los componentes
emocional y cognitivo. De hecho, varios estudios han abordado la posible implicacién
del sistema LC-noradrenérgico en el deterioro afectivo inducido por el dolor (Alba-
Delgado et al., 2013; Pertovaara, 2013; Llorca-Torralba, 2016).

Ademas, la activacién del sistema LC parece estar implicada en algunos efectos
analgésicos que implican la actividad tanto de las vias ascendentes como descendentes
y posiblemente la actividad de otros sistemas de neurotransmisién (por ejemplo, el
sistema opioidergico y glutamatérgico). Se ha evidenciado que la desinhibicién y el
desequilibrio de NA en la via endégena inhibidora del dolor puede contribuir a la
generacién de dolor persistente, y podria causar sensibilizacién central y sintomas de
dolor en los pacientes con FMS (Ren y Dubner, 2002; Millan, 2002; Nagakura et al.,
2009; Llorca-Torralba et al., 2016).

Los resultados obtenidos en el presente estudio en el nucleo LC evidencian que, tras la
implantacion del modelo de FMS, es decir, en una deplecidén central monoaminérgica,
este nucleo se comporta de la misma forma tanto si se aplica un dolor inflamatorio
agudo como si no. A las 6 horas de la implantacién del modelo se produce una
activacion notable de LC, que podria deberse a dos causas. Por un lado, a una
respuesta de estas neuronas a la demanda de NA por parte de sus aferencias. Debido

a la incapacidad de las vesiculas para almacenar y liberar este neurotransmisor a la
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hendidura sindptica como consecuencia de la administracién de reserpina, los sistemas
monoaminérgicos quedarian parcialmente vacios de estos neurotransmisores, lo que
aumentaria la demanda y los mecanismos de feedback activarian la produccion del
mismo, reflejdndose en un aumento de la actividad de la célula.

Por otro lado, puede ser debido a una activacion neuronal aberrante por una
sobreactivacion de la MAO al intentar oxidar el exceso de neurotransmisor que no ha
podido ser liberado a la hendidura sinaptica, o de los transportadores de aminas
bidgenas, como el NAT en caso de la NA, el cual protege las células de los efectos
toxicos de los altos niveles intracelulares de aminas bidgenas (Eisenhofer et al., 2004;
Antkiewicz-Michaluk et al., 2015; Minor y Hanff, 2015).

Un estudio in-vitro realizado en 2015 muestra que el tratamiento con reserpina
también inhibe el flujo autofdgico normal y conduce a la acumulacidn de la proteina
alfa-sinucleina y p62, e interviene en la formacion de autolisiosomas, contribuyendo a
la muerte celular, lo que afianza su implicacién en modelos animales de enfermedades
neurodegenerativas tales como el Parkinson (Lee et al., 2015).

Estas opciones se sumarian a la desestabilizacién del sistema monoaminérgico general
por la deplecion simultanea de NA, DA y 5-HT; de hecho, la deplecién simultanea de 5-
HT y NA se ha estudiado como modelo de depresién (Delgado y Moreno, 2000). El
hecho de que estos resultados sean igual en la condicidén a la que se le ha afiadido un
dolor inflamatorio sugiere que esta activacién no sea debida a la condicién dolorosa
per se, sino a la deplecidn monoaminérgica en su fase temprana. De ser cierta esta
hipdtesis, la atenuacidn descendente noradrenérgica regida por LC del dolor
inflamatorio agudo en este modelo de FMS inducido por reserpina en rata se veria
comprometida, asi como la via ascendente noradrenérgica que participa en
componentes cognitivo-evaluativos y emotivo-afectivos del dolor. La alteracién del LC,
gue ademas también contribuye en el estado de vigilia, podria estar relacionado con
otro item de la sintomatologia comérbida: las alteraciones del suefio, las cuales
conducirian a una serie de cambios secundarios directos, incluyendo la reduccién de la
sintesis de proteinas, disminucién de la secrecidn de la hormona del crecimiento,
reduccion de la saturacién de hemoglobina de oxigeno durante la noche, reduccion de
la actividad inmune y alteraria la percepcion del dolor (Chaitow, 2003; Berridge y

Waterhouse, 2003; Bouret y Sara, 2005; Samuels y Szabadi, 2008).
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La implicacion del LC bajo circunstancias de dolor neuropatico a largo plazo o crénico
ha sido discutida recientemente. Paraddjicamente, aunque la actividad LC-médula se
ha asociado predominantemente con la inhibicién del dolor neuropatico e
inflamatorio, hay evidencia creciente que sugiere que el LC modula el dolor de forma
bidireccional, y que en algunos casos llega a ser incluso el que inicia y mantiene el
dolor neuropatico (Brightwell y Taylor, 2009; Kaushal et al., 2016; Taylor y Westlund,
2016). Taylor y Westlund, a través de una extensa revision sobre diversos estudios de
LC y de su implicacion en vias noradrenérgicas ascendentes y descendentes,
propusieron que, durante una activacion intensa o prolongada después de una lesion
nerviosa, los descensos del flujo modulador del dolor de LC hacia médula espinal, asi
como las corrientes ascendentes de flujo analégico de la LC a la corteza prefrontal
medial (mPFC), se convierten predominantemente en facilitadores del dolor. Mediante
estudios multidisciplinares implicando diversas técnicas, como la optogenética, se ha
evidenciado que, mientras las neuronas que contribuyen al efecto antinociceptivo de
LC se encuentran en la regién ventral del nucleo, un claro grupo de neuronas que
participan en la facilitacion del dolor estd alojado en la parte mas dorsal del LC (Suzuki
et al., 2004; Heinricher, et al., 2009; Hickey et al., 2014).

En resumen, el efecto neto de la activaciéon la via LC-noradrenérgica del dolor
neuropatico cambia con el tiempo, comenzando con una inhibicién, mediada por
proyecciones descendentes del LC ventral al asta posteior medular y, posteriormente,
cambia a la facilitacién mediada por el ascenso de proyecciones del LC dorsal a la mPFC
(Brightwell y Taylor, 2009, Kaushal et al., 2016). Estos cambios aparentemente
contribuyen a la transicién del dolor agudo al dolor crénico (Taylor y Westlund, 2016).
Ademas, se ha estipulado que el equilibrio dindmico entre las salidas inhibitorias y
excitatorias de los centros moduladores del dolor (incluyendo LC, la médula rostral
ventromedial (RVM), la sustancia gris periacueductal (PAG), nucleo dorsal reticular
(DRt) y la médula ventrolateral) determina la presencia o ausencia de dolor
neuropatico después de una lesion nerviosa (Heinricher et al., 2009).

Por otra parte, a los 5 dias y 15 dias, se produce una disminucién drastica en la
activacion de los centros noradrenérgicos estudiados, tanto con dolor inflamatorio
agudo como sin dolor, lo que evidencia ese vaciamiento mantenido de aminas

biégenas (en concreto, NA) y la imposibilidad del nucleo para responder a una
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condicién de dolor. Estos datos son congruentes con la sintomatologia presente en el
modelo, es decir, alteraciones en la percepcién del dolor, en el estado de animo y en la
regulacién del suefo. La ausencia de influencia descendente inhibidora se evidencia
también en las l[dminas | y Il del asta posterior de la médula espinal, pues tras la
aplicacion de un dolor inflamatorio en los tres momentos estudiados, no encontramos
diferencias estadisticamente significativas en la cantidad de células fospositivas. Esto
ultimo se traduce en un fallo de LC en la inhibicion descendente de modulacion del
dolor una vez implantado el modelo, independientemente del momento en el que
estemos 6 horas tras la implantacion, 5 dias o 15 dias tras la implantacion).

También, hemos de tener presente los sistemas con los que la noradrenalina
interactUa puesto que probablemente también presentardn algun tipo de alteracién.
Un ejemplo de ello seria el sistema colinérgico, el cual media en parte en la supresion
noradrenérgica del dolor en la médula espinal, y en los compuestos noradrenérgicos
que actuan sobre el adrenoceptor a2 promoviendo el efecto analgésico de los
agonistas de los receptores opioides (Hylden et al.,, 1991; Li y Eisenach, 2002;
Pertovaara, 2013).

En lo referente a las areas A5 y A7, estos grupos celulares noradrenérgicos también
participan en la modulacién descendente del dolor a nivel de la médula espinal y
actian como neuronas premotoras simpaticas inervando la columna de células
intermedias en la médula espinal toracica y activan el sistema simpatico-adrenal para
responder a los estimulos dolorosos (Millan, 2002; Mravec et al., 2012). Diversos
estudios inmunohistoquimicos y de trazadores clasicos han mostrado que los axones
de los grupos celulares pontinos A5-A7 inervan densamente, junto a LC, el asta dorsal
de la médula espinal. Esta disposicién de las sinapsis catecolaminérgicas constituye la
base para la modulacién del procesamiento de las sefiales nociceptivas a nivel de la
médula espinal (Byrum et al., 1984, Clark y Proudfit 1991; 1993). Otros estudios
probaron su participacion en los sistemas inhibidores descendentes monoaminérgicos
y en la modulacién de los procesos nociceptivos en la médula espinal mediante la
aplicacion de Formalin Test y con métodos de estimulacion eléctrica y quimica (Omote
et al., 1998; Nuseir y Proudfit, 2000; Marques-Lopes et al., 2010).

El estudio del grupo de Mravec en 2012 observé las consecuencias de lesiones en las

areas A5 y A7. Los resultados hallados tras lesionar A7 sugieren que las neuronas
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noradrenérgicas de este nucleo tienen un efecto menor en la liberacién de
catecolaminas periféricas relacionadas con el dolor. Por otra parte, las lesiones
bilaterales producidas en A5 no impiden una respuesta ante estimulos dolorosos de
naturaleza inflamatoria a corto plazo (liberacion NA aguda). En resumen, este grupo de
investigacion evidencié que ante la lesién de un Unico nucleo noradrenérgico, el
sistema intenta compensarse desde otro punto, y esta capacidad puede ser clave para
la supervivencia en condiciones adversas (Mravec et al., 2012). Al haber caido todo el
sistema noradrenérgico, nuestros resultados evidencian que estos nucleos se
comportan como LC a lo largo del tiempo en condiciones basales de dolor y tras una
aplicacion de un dolor inflamatorio, lo que expone que ningun ndcleo noradrenérgico
es capaz de compensar el fallo del otro.

En estos nucleos, la no colocalizacién (independientemente de la aplicaciéon o no de
dolor) aumenta segun el momento del tiempo, hasta llegar a un 80-85% el dia 15 tras
la Ultima administracidn de reserpina en A5 y hasta un 39-50% en el caso de A7. Esto
podria ser debido a un intento de recuperar el equilibrio por parte de otro sistema
alejado del monoaminérgico (sistema gabaérgico o glutamatérgico) o la activacion de

un sistema alternativo al que la poblacién noradrenérgica estaba inhibiendo.

5.4 Consideraciones finales

Tras el analisis de los resultados obtenidos, consideramos valido el modelo de FMS
inducido por reserpina en rata propuesto por Nagakura et al. en 2009. Nuestro estudio
aporta validez al modelo mediante pruebas farmacoldgicas a corto y a largo plazo en
dos de los sintomas mas relevantes del FMS: dolor y sintomas depresivos, ya que los
resultados obtenidos en el presente trabajo son congruentes con los resultados
hallados en humanos con FMS tratados con pregabalina y duloxetina. Asimismo,
nuestro estudio evidencia que este modelo provoca alteraciones en la actividad
noradrenérgica de 3 de los principales nucleos noradrenérgicos pontinos: A5, LCy A7,
los cuales estan directamente relacionados con la regulacién del dolor, del suefio y del

estado de animo, sintomas predominantes en el FMS.
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El presente estudio nos acerca un poco mas al conocimiento del FMS, a su posible
etiopatogenia y a futuros targets de tratamiento, y ademas nos abre la puerta a nuevas
preguntas que nos suscitan a seguir investigando en esta linea.

Una de las primeras lineas que estamos empezando a investigar es la caracterizacion
de las alteraciones que en estudios previos encontramos en otros nucleos
monoaminérgicos. En el caso de los nucleos serotoninérgicos, seria imprescindible
centrarnos en los nucleos Rafe Magno (RMg) y Rafe Dorsal (DR), implicados en el
procesamiento del dolor y el estado de animo. En caso de los nlcleos dopaminérgicos,
seria interesante caracterizar las alteraciones en el nicleo ventral tegmental (VTA) y en
la Substantia Nigra (SN), e intentar correlacionar su alteracion con la sintomatologia
descrita en el modelo. Las poblaciones neuronales monoaminérgicas (NA, DA y 5-HT,
segln el nucleo), coexisten con diferentes poblaciones neuronales dentro de estos
nucleos, como por ejemplo la de células gabaérgicas o glutamatérgicas, las cuales
podrian ser las que modificasen su patrén de activacidon tras la administracién de
reserpina. Por ello, seria conveniente realizar pruebas inmunohistoquimicas que
caracterizaran la naturaleza de las neuronas activas que no presentan colocalizacién
con tirosina hidroxilasa en nuestro estudio.

Otro complemento al estudio seria analizar las proyecciones de Locus Coeruleus para
ver en qué manera les ha afectado la depleciéon monoaminérgica, en concreto, las
areas mas interesantes serian mPFC, amigdala e hipocampo, pues, junto a test
conductuales cognitivos, nos permitirian evaluar la sintomatologia cognitiva, la cual se
encuentra en humanos y las ultimas investigaciones han nombrado como “Fibrofog”
(Kravitz y Katz, 2015). Por otra parte, también seria un complemento adecuado
analizar el efecto de la duloxetina y la pregabalina sobre estos nucleos tras la
implantaciéon del modelo de FMS inducido por reserpina.

Desde otro punto de vista, el hecho de que el porcentaje de area de TH no varie tras la
administracion de reserpina nos indica que no se ha producido muerte neuronal, al
menos identificable mediante técnicas de inmunofluorescencia. Seria conveniente
emplear técnicas que nos permitieran evaluar el dafio neuronal, como la microscopia
electrénica. Esta técnica de imagen genera imagenes altamente detalladas de los
circuitos neuronales, incluyendo la arquitectura de una neurona, el estado de sus

arboles dendriticos y axonales, sus terminales sinapticos y el estado de las neuronas
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adyacentes. El mayor inconveniente de esta técnica es la exponencialidad de las
consecuencias ante la existencia de un minimo error (Schneider-Mizell et al., 2016).
Seria también recomendable realizar pruebas de Western-Blotting para observar las
fluctuaciones de metabolitos de noradrenalina (tanto dentro del LC como en general
en el encéfalo) o de MAO intraneuronal derivadas de la administracién de reserpina o
de un tratamiento con un farmaco IRSN. El Western-Blot se utiliza en la actualidad en
investigacion en biologia celular y molecular para identificar proteinas especificas en
una mezcla compleja de proteinas, tal como la que se presenta en extractos celulares o
de tejidos. La ampliacién de este trabajo con dicha técnica permitiria documentar los
cambios en las concentraciones de metabolitos monoaminérgicos que ocurren en el
cerebro de las ratas tratadas con reserpina y compararlo con un grupo control y con un
grupo que haya recibido un tratamiento con farmaco, con el fin de aumentar nuestro
conocimiento sobre el comportamiento del cerebro de estas ratas, y determinar la
concentraciéon de metabolitos en los diferentes grupos experimentales, asi como
correlacionar estos niveles con las conductas estudiadas (Fernandez et al., 2006;
Mahmood y Yang, 2012; Kurien y Scofield, 2015; Lin et al., 2016).

Del mismo modo, 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 y reciben informacidon de LC con el estado de mayor o menor
activacion de este nlcleo, y también nos ayudaria a explicar su diferente
comportamiento.

Un aspecto que es necesario mencionar es el motivo por el que nuestro estudio sdlo
ha incluido ratas macho, puesto que clasicamente se ha postulado que el FMS es un
sindrome predominante en mujeres. En primer lugar, usamos ratas macho con el
objetivo de replicar el estudio original de Nagakura et al. (2009). Se puede argumentar
gue la ausencia de ratas hembra constituye una limitacién de nuestro estudio, sin
embargo, como hemos comentado con anterioridad en la introduccidn, estudios
recientes evidencian que, gracias al empleo de los criterios diagndsticos de la ACR, esta
prevalencia entre hombres y mujeres no es tan alta como se ha descrito
histéricamente (Jones et al., 2015). En segundo lugar, y aunque esa prevalencia siga
siendo algo mayor en mujeres que en hombres, no hay que olvidar que también hay

hombres afectados por este sindrome y los sintomas no difieren del sexo opuesto
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(Wolfe et al., 2013). En tercer lugar, con respecto al sexo de los animales, hay que
destacar que los estudios de las alteraciones de dolor y estado de dnimo se realizan
comunmente en machos, debido a la influencia que las hormonas sexuales y los ciclos
hormonales ejercen sobre estos sistemas en las hembras (Slattery y Cryan, 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 test que emplean el fendmeno de hiponeofagia también existe
controversia en los resultados obtenidos entre machos y hembras respecto a las
diferencias entre ambos grupos (Dulawa y Hen, 2005).

Igualmente, el grupo de Nagakura no encontrd diferencias significativas entre ratas
macho y hembra en cuanto a la sensibilidad al dolor en su modelo. No obstante, en Ia
metodologia no se especificé si a las ratas hembra se les controld el ciclo menstrual, o
si se tuvo siquiera en cuenta; por tanto, estas pruebas deberian replicarse prestando
atencidn al ciclo hormonal de las hembras.

Otro punto a tratar es, dados todos los resultados obtenidos y las evidencias
encontradas sobre la pregabalina y la duloxetina en el tratamiento tanto de
sintomatologia depresiva como de sintomatologia dolorosa, hay que destacar que una
terapia farmacoldgica para un sindrome tan complejo como es el FMS no deberia ser,
en ningun caso, basado en un Unico farmaco (monoterapia), sino que deberia incluir
las sinergias entre varios fdrmacos que abarquen una mejora de diferentes sintomas (y
gue no planteen un acumulo de efectos adversos por su uso simultaneo). Es esto por lo
gue cada vez mas se plantea y se insiste (y este mismo afio el EULAR lo ha implantado
como norma) en el uso combinado de duloxetina y pregabalina para el tratamiento del
FMS. Actualmente no hay evidencia que apoye el uso de multiples terapias para FMS,
aungue se prescriben estas sinergias de forma comun en la practica clinica. Por ello, es
un futuro objetivo de nuestro laboratorio el incluir dos sinergias farmacoldgicas en
nuestros estudios conductuales: Duloxetina y pregabalina, por una parte, y la terapia
gue parece que esta cobrando mas importancia por la cantidad de sintomatologia
comodrbida que abarca, tramadol-paracetamol (Angeletti et al., 2013; Marlow et al.,

2017; Kia y Choy, 2017; Macfarlane et al., 2017).

EvA M. GONZALEZ SOLER TESIS DOCTORAL



DISCUSION 21

Otro posible punto de estudio sobre este modelo seria el analisis de la fatiga y la
sintomatologia cognitiva, otros de los sintomas comérbidos que mas afecta a la calidad
de vida de los pacientes con FMS. Una vez comprobada la presencia de estos sintomas
en el modelo, podria estudiarse el efecto de la duloxetina y la pregabalina sobre ellos.
Los sintomas de fatiga se podrian estudiar mediante el Rotarod Test (RRT) o el
Exhaustive Running Test (ERT) (Stemmelin et al., 2008; Liu et al., 2017). Para el
screening de la sintomatologia cognitiva se podria usar el Test de la piscina de Morris
(Morris Water Maze Test) (el cual ya se esta utilizando para observar los efectos
cognitivos de la deprivacién de sueiio) o el Novel object recognition task (NORT)
(Redrobe et al., 2010; Bromley-Brits et al., 2011; Saygin et al., 2017; Idowu et al., 2017;
Canale et al., 2017).

El FMS es una enfermedad con un nivel de prevalencia significativo en nuestro entorno
y un considerable grado de afectacion de la calidad de vida de quienes la sufren.
Asimismo, a dia de hoy no sélo no se dispone de un tratamiento eficaz y eficiente, sino
gue tampoco se dispone de un biomarcador que permita un diagndstico concluyente
de FMS. Es por ello un deber de la comunidad cientifica hacer un esfuerzo para avanzar
tanto en el conocimiento de su etiopatogenia como en perfeccionar un modelo animal
sobre el que poder investigar y dar un paso mas alld en el tratamiento de este
sindrome tan complicado y tan incomprendido.

Disponer de un modelo animal valido capaz de reproducir una enfermedad supone un
avance acelerado en la investigacién experimental, lo que se traduce en un
acercamiento cada vez mas rapido de los resultados de la investigacion bdsica a la
practica clinica, aportando material sobre el que trabajar en medicina translacional. En
el presente estudio no sélo hemos aportado validez sobre el modelo, sino que hemos
detectado cambios importantes en la funcionalidad del SNC y hemos observado los
beneficios y déficits del tratamiento farmacoldgico del FMS a corto y largo plazo, lo
gue no sdlo abre las puertas al desarrollo de nuevas estrategias terapéuticas para el
tratamiento del FMS, sino que ademds aporta evidencias sélidas acerca de su posible

mecanismo etiopatogénico.
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1. El tratamiento crénico durante 15 dias con duloxetina o pregabalina a una dosis de 30
mg/kg al dia aumenta los umbrales de dolor tanto en alodinia tactil como en
hiperalgesia mecanica respecto al grupo tratado con vehiculo en los animales

sometidos al modelo de FMS inducido por reserpina en rata.

2. Una dosis aguda de 30 mg/kg de duloxetina, administrada 24 horas tras la
implantacién del modelo de FMS inducido por reserpina en rata aumenta los umbrales
del dolor uUnicamente sobre la alodinia tactil, mientras que la dosis aguda de
pregabalina no produce un aumento significativo de los umbrales de dolor en estas

ratas.

3. El tratamiento con duloxetina a dosis de 30 mg/kg, tanto en administracién aguda
como en tratamiento crénico de 15 dias, mejora la sintomatologia depresiva de los

animales sujetos al modelo de FMS inducido por reserpina en rata.

4. El tratamiento con pregabalina en dosis aguda de 30 mg/kg mejora la sintomatologia
depresiva de los animales sometidos al modelo de FMS inducido por reserpina. Esta
mejora no se observa tras un tratamiento crénico de 15 dias con pregabalina a dosis

de 30 mg/kg.

5. Los animales sometidos al modelo de FMS inducido por reserpina en rata muestran
una elevada activacién de los centros noradrenérgicos pontinos A5, A6 (Locus
Coeruleus) y A7 a las 6 horas de la implantacién del modelo. Esta activacion disminuye

drasticamente a los 5 y 15 dias de haberse administrado la ultima dosis de reserpina.

6. Las neuronas de A5, LC y A7 que modifican su patrén de activacién tras la implantacion
del modelo de FMS inducido por reserpina en rata son aproximadamente en un 90%

noradrenérgicas.
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DISCUSION

La evolucién de los patrones de activacidn de los centros noradrenérgicos A5, LCy A7
tras la implantacién del modelo de FMS inducido por reserpina en rata no se ve
afectada al introducir un estimulo inflamatorio agudo dos horas antes de la perfusién.
Tampoco se observan diferencias entre los grupos producidas por la aplicacién del

dolor inflamatorio.

Las neuronas de A5, LC y A7 que modifican su patrén de activacién tras la aplicacion de
un estimulo inflamatorio agudo en las ratas sometidas al modelo de FMS inducido por

reserpina  en rata son aproximadamente en un 90% noradrenérgicas.

La aplicacién de un dolor inflamatorio agudo aumenta la activacion de las laminas 1 y Il
del asta posterior de la médula ipsilateral a la lesidon en los animales sometidos al
modelo de FMS inducido por reserpina en rata. Esta activaciéon no varia en funcién del
tiempo transcurrido entre la implantacion del modelo de FMS y la aplicacién del

estimulo inflamatorio.
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ANEXO I. DESCRIPTIVOS DEL ELECTROVONFREY TEST

Descriptivos
Estadisti Error
Condicidn experimental o estandar
EVF day 1 Morm RES-DUL  Media 9468 L6090

95% de intervalo Limite inferior B3xg

de confianza para L )

la mediz Limite superior 1,0602

Media recortada al 5% 8807

Mediana 1834

Yarianza 0248

Desviacion estandar 16883

Minirmo B4

Maximo 1,14

Rango A5

Rango intercuartil a0

Asimetria -322 Nl

Curtosis -1,365 1,278
RES-VEH  Media 622 05878

95% de intervalo Limite inferior 4323

de confianza para L )

la mediz Limite superior B128

Media recortada al 5% G188

Mediana JABar

Warianza 014

Desviacion estandar 11855

Minirmo 53

Maximo 78

Rango 2

Rango intercuartil 22

Asimetria 1,081 1,014

Curtosis -0a7 26149
RES-PGE  Media 8184 L2767

95% de intervalo Limite inferior 7484

de confianza para L )

la mediz Limite superior Ban7

Media recortada al 5% 82149

Mediana 8373

Warianza ,00a

Desviacion estandar JOBTTT

Minirmo 71

Maximo B89

Rango AT

Rango intercuartil a2

Asimetria - B854 845

Curtosis -.438 1,741
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EWF day 3 Morm RES-DUL  Media =t L2217
95% de intervalo Limite inferior 7294
de confianza para L ]
la medis Limite superior 8282
Media recortada al 5% J7a7
Mediana JT8E0
Yarianza 00s
Desviacion estandar 07353
Minirmo BT
Maximo B8
Fango 21
Rango intercuartil A5
Asimetria -,300 661
Curtosis -1,414 1,274
RES-VEH  Media 4351 04734
45% de intervalo Limite inferior 2825
de confianza para L )
I3 media Limite superior 5877
Media recortada al 5% 4338
Mediana 4234
Yarianza oog
Desviacidn estandar 085390
Minirno 33
Maximao 56
Rango 23
Rango intercuartil 8
Asimetria 64T 1,014
Curtosis 487 26149
RES-FGE  Media 8283 05510
95% de intervalo Limite inferior 6877
de confianza para L ]
la mediz Limite superior 8709
Media recortada al 5% 8285
Mediana .e0ose
Yarianza 018
Desviacidn estandar 13496
Minirmo JG6
Maximo 1,01
Rango 34
Rango intercuartil el
Asimetria 337 845
Curtosis -1,5849 1,741
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EVF day 5 Morm

RES-DUL  Media 8262 03853

95% de intervalo Limite inferior 7403

de confianza para L ]

la media Limite superior 9120

Media recortada al 5% 8227

Mediana TE16

arianza 016

Desviacion estandar 27749

Minirmo il

Maximo 1,06

Fango 4

Rango intercuartil 14

Asimetria 452 Nili)

Curtosis -, 7o 1,278
RES-VEH  Media A104 054913

95% de intervalo Limite inferior 3222

de confianza para o )

la mediz Limite superior G986

Media recortada al 5% 5125

Mediana A295

Warianza 014

Desviacion estandar 11825

Minimo 36

Maxirmo 62

Rango 25

Rango intercuartil 22

Asimetria - 565 1,014

Cunosis -2.444 2,619
RES-PGE  Media 7505 02288

95% de intervalo Limite inferior BO1T

de confianza para L )

la media Limite superior 8093

Media recortada al 5% JTR3T

Mediana 7638

‘arianza 003

Desviacion estandar 05607

Minirmo Nild

Maximo a0

Fango 5

Rango intercuartil 08

Asimetria -1,654 845

Curtosis 2,976 1,741

TESIS DOCTORAL

EvA M. GONZALEZ SOLER



332 ANEXOS
EVF day 7 Morm RES-DUL  Media BA36 04064
595% de intervalo Limite inferior TE30
de confianza para L )
la media Limite superior 5441
Media recortada al 5% 8h5Y
Mediana BTT6
Yarianza 013
Desviacidn estandar 13477
Minirmo 55
Maximao 1,04
Rango A4
Fango intercuartil A3
Asimetria -,883 GE1
Curtosis 1,390 1,274
RES-VEH  Media o754 04352
95% de intervalo Lirmite inferior 4369
de confianza para L )
la media Limite superior 7139
Media recortada al 5% 5781
Mediana G000
Warianza Jog
Desviacidn estandar 08703
Minirmo A48
Maximo G5
Rango 20
Fango intercuartil A8
Asimetria -1,517 1,014
Curtosis 2845 2,619
RES-FGE  Media 8727 04854
95% de intervalo Lirnite inferior T47Y
de confianza para o )
la mediz Limite superior 8475
Media recortada al 5% 8733
Mediana BTy
Yarianza 014
Desviacidn estandar 11888
Minirmo 73
Maximao 1,01
Fango 28
Rango intercuartil 23
Asimetria - 052 845
Curtosis -2.434 1,741
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EWF day & Marm

RES-DUL  Media 8157 03170

95% de intervalo Limite inferior 7451

de confianza para o )

la mediz Limite superior BBR4

Media recortada al 5% 8205

Mediana 8422

Warianza 011

Desviacion estandar 0515

Minimo G0

Maxirmo a5

Rango 35

Rango intercuartil e

Asimetria -,603 JGE1

Curtosis 2aT 1,279
RES-VEH  Media G406 04160

895% de intervalo Limite inferior 5082

de confianza para L ]

la media Limite superior 730

Media recortada al 5% G404

Mediana 63ga

Warianza oov

Desviacidn estandar 08320

Minimo 54

Maximo T4

Rango 20

Rango intercuartil 6

Asimetria 110 1,014

Curtosis - 664 26149
RES-PGE  Media 8756 04046

95% de intervalo Limite inferior TT16

de confianza para L )

la mediz Limite superior o796

Media recortada al 5% =r*n

Mediana 5000

‘arianza 010

Desviacion estandar 08810

Minirmo il

Maximo a8

Fango 28

Rango intercuartil 16

Asimetria -1,258 845

Curtosis 1,648 1,741
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EVF day 11 Morm  RES-DUL  Media 8584 02697
95% de intervalo Limite inferior 7993
de confianza para L )
la media Limite superior 8195
Media recortada al 5% 8605
Mediana 8462
Warianza Joog
Desviacidn estandar 08944
Minirno 7o
Maximo 1,00
Rango a0
Rango intercuartil A3
Asimetria 240 661
Curtosis 083 1,274
RES-VEH Media 5626 04370
95% de intervalo Limite inferior 4136
de confianza para L )
la mediz Limite superior B91T
Media recortada al 5% HaT3
Mediana 5944
Yarianza oo
Desviacidn estandar 08741
Minirmo 42
Maximao B0
Rango 8
Rango intercuartil 14
Asimetria -1,979 1,014
Curtosis 3824 2,614
RES-FGE  Media ,B830 04028
45% de intervalo Limite inferior 7795
de confianza para L ]
la mediz Limite superior L
Media recortada al 5% ae12
Mediana 8500
Yarianza 010
Desviacidn estandar 05866
Minirmo B0
Maximo 1,00
Rango 20
Rango intercuartil 20
Asimetria 453 845
Curtosis -2,394 1,741
EVA M. GONZALEZ SOLER TESIS DOCTORAL



ANEXOS

335

EWVF day 13 Morm

RES-DUL  Media 9181 03345

95% de intervalo Limite inferior 8435

de confianza para L ]

la media Limite superior 0947

Media recortada al 5% G207

Mediana G810

‘arianza 013

Desviacion estandar 11258

Minimo 75

Maximo 1,06

Rango a2

Rango intercuartil 49

Asimetria -,.402 G61

Curtosis -1,464 1,279
RES-VEH  Media 5564 04021

595% de intervalo Limite inferiar 47284

de confianza para L )

la media Limite superior EB43

Media recortada al 5% Ratalay

Mediana BR36

‘arianza J00a

Desviacidn estandar 08042

Minimao AB

Maximo GE

Rango 2

Rango intercuartil 58

Asimetria 204 1,014

Curtosis 1,483 26149
RES-PGE  Media 8837 027493

95% de intervalo Limite inferior 8119

de confianza para L )

la media Limite superior 9555

Media recortada al 5% ea827

Mediana 8783

Warianza 005

Desviacidn estandar 06841

Minimao a0

Maximo 99

Rango 14

Rango intercuartil a2

Asimetria ,383 845

Curtosis -7 1,741
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EVF day 15 Morm  RES-DUL  Media 8083 02723
95% de intervalo Limnite inferiar TATE
de confianza para L ]
la medis Limite superior BEA0
Media recortada al 5% 8065
Mediana 8140
Warianza Jog
Desviacidn estandar 08032
Minirmo 69
Maximao 96
Rango 28
Rango intercuartil A5
Asimetria 235 A1
Curosis -1,229 1,279
RES-VEH  Media a4 J0E590
95% de intervalo Limite inferior 3744
de confianza para L )
la media Limite superior 7938
Media recortada al 5% GB45
Mediana ABa2
Yarianza i
Desviacidn estandar 13180
Minirmo 43
Maximo 73
Rango A1
Fango intercuartil 26
Asimetria - 151 1,014
Curtosis -1,186 26149
RES-PGE  Media 8418 036595
95% de intervalo Limite inferior T46Y
de confianza para L )
la mediz Limite superior 9368
Media recortada al 5% 8413
Mediana \8h52
Yarianza o0a
Desviacidn estandar 08050
Minirmo 72
Maximao a7
Rango 28
Fango intercuartil A6
Asimetria 17 8445
Curtosis -,3M 1,741
EVA M. GONZALEZ SOLER TESIS DOCTORAL
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ANEXO Il. DESCRIPTIVOS DEL RANDALL AND SELITTO TEST

Descriptivos
Estadisti Error
Condicién experimental co estandar
R&S day 1 Norm RES-DUL  Media 7207 07244
95% de intervalo Limite inferior 5593
de confianza para L )
la media Limite superior 8821
Media recortada al 5% 1222
Mediana 7163
Varianza 058
Desviacion estandar ,24025
Minimo 29
Maximo 113
Rango 84
Rango intercuartil 33
Asimetria 065 661
Curtosis -,097 1,279
RES-VEH  Media 5808 03377
95% de intervalo Limite inferior 4733
de confianza para o )
la media Limite superior 6883
Media recortada al 5% 5795
Mediana 5694
Varianza ,005
Desviacion estandar 06755
Minimo 51
Maximo 67
Rango 16
Rango intercuartil A3
Asimetria 848 1,014
Curtosis ,392 2,619
RES-PGB  Media ,7989 05125
95% de intervalo Limite inferior 6672
de confianza para o )
la media Limite superior 9306
Media recortada al 5% ,7993
Mediana 8254
Varianza 016
Desviacion estandar 12554
Minimo 64
Maximo 95
Rango 3
Rango intercuartil 25
Asimetria -,330 845
Curtosis -1,746 1,741
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RE&S day 3 Marm RES-DUL  Media 1,0665 04395
95% de intervalo Limite inferior 0685
de confianza para L )
la media Limite superior 11644
Media recortada al 5% 1,0681
Mediana 10773
Yarianza 021
Desviacidn estandar 14575
Minimo 86
Maximo 1,25
Rango el
Rango intercuartil 2T
Asimetria - 156 JGE1
Curtosis -1,7581 1,274
RES-VEH  Media 4366 L6204
55% de intervalo Limite inferiar 2397
de confianza para o )
la mediz Limite superior 6340
Media recortada al 5% 4340
Mediana 4132
Yarianza 0145
Desviacidn estandar 2407
Minimo a3z
Maximao B0
Fango 24
Fango intercuartil 23
Asimetria 827 1,014
Curtosis 330 2,618
RES-FGE  Media 8751 05658
§5% de intervalo Limite inferior G026
de confianza para L )
I3 media Limite superior 11476
Media recortada al 5% 8723
Mediana 8768
Varianza 6T
Desviacion estandar 25863
Minirmo LY
Maximao 1,26
Rango 02
Rango intercuartil A6
Asimetria 241 845
Curtosis -.408 1,741
EVA M. GONZALEZ SOLER TESIS DOCTORAL



ANEXOS

334

RE&S day 5 Morm

RES-DUL  Media JT16 L7100

95% de intervalo Limite inferiar 6134

de confianza para L ]

I3 media Limite superior 8298

Media recortada al 5% TGB3

Mediana 81a7

Warianza a5

Desviacion estandar 23550

Minimo A5

Maximo 1,15

Rango 71

Rango intercuartil 44

Asimetria -,044 i1

Curtosis -1,214 1,278
RES-VEH  Media hET4 03832

95% de intervalo Lirnite inferiar ATE5

de confianza para o )

la mediz Limite superior 7194

Media recortada al 5% AG44

Mediana AT00

Yarianza Jo0e

Desviacion estandar [OTEES

Minimo 54

Maximo 71

Rango A7

Rango intercuartil 13

Asimetria 1,775 1,014

Curtosis 3,373 2,614
RES-PGE  Media 8585 JE172

95% de intervalo Limite inferior Eogs

de confianza para L )

I3 media Limite superior 1,0172

Media recortada al 5% \8h62

Mediana 8128

Warianza 023

Desviacion estandar J51149

Minirmo Nl

Maximo 1,10

Rango A4

Rango intercuartil 23

Asimetria 593 845

Curtosis 306 1,741
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R&S day 7 Norm RES-DUL  Media 1,1344 ,05203
95% de intervalo Limite inferior 1,0185
de confianza para o )
la media Limite superior 1,2503
Media recortada al 5% 1,1360
Mediana 1,0733
Varianza ,030
Desviacion estandar 17256
Minimo 83
Maximo 1,41
Rango 57
Rango intercuartil 28
Asimetria -,085 661
Curtosis -799 1,279
RES-VEH Media ,4998 ,01180
95% de intervalo Limite inferior 4623
de confianza para o .
la media Limite superior 5374
Media recortada al 5% 5001
Mediana 5018
Varianza ,001
Desviacion estandar ,02361
Minimo 47
Maximo 53
Rango 06
Rango intercuartil ,05
Asimetria -,426 1,014
Curtosis -197 2,619
RES-PGB  Media 8975 ,05403
95% de intervalo Limite inferior 7586
de confianza para - .
la media Limite superior 1,0364
Media recortada al 5% ,9002
Mediana 9129
Varianza ,018
Desviacion estandar 13235
Minimo 69
Maximo 1,05
Rango ,36
Rango intercuartil 23
Asimetria -511 845
Curtosis -718 1,741
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RE&S day S Mom

RES-DUL  Media 1,0801 JOG465

95% de intervalo Limite inferior 9461

de confianza para L ]

la mediz Limite superior 1,234

Media recortada al 5% 1,0834

Mediana 11383

Warianza 046

Desviacidn estandar 21442

Minimao 78

Maximo 1,52

Rango ]

Rango intercuartil Az

Asimetria a7h G61

Curtosis 247 1,279
RES-VEH  Media 54804 08168

95% de intervalo Limite inferior A2E0

de confianza para L )

la media Limite superior 7549

Media recortada al 5% a0y

Mediana Bady

“arianza 011

Desviacion estandar 0337

Minirmo A6

Maximo 71

Fango 2

Rango intercuartil 14

Asimetria - 267 1,014

Curtosis 1,271 2,618
RES-PGE  Media 1,0024 06207

95% de intervalo Limite inferior BEBA

de confianza para L ]

la mediz Limite superior 1,1363

Media recortada al 5% 1,0037

Mediana 1,0021

Yarianza 016

Desviacidn estandar 12756

Minirmo 81

Maximo 117

Rango AT

Rango intercuartil 2

Asimetria - 278 845

Curtosis 142 1,741
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RE&S day 11 Morm RES-DUL  Media 1,0231 070486
95% de intervalo Limite inferior BER1
de confianza para L ]
la mediz Limite superior 71,1801
Media recortada al 5% 1,0148
Mediana 1,0345
Yarianza 055
Desviacidn estandar 233649
Minimao G4
Maximo 1,56
Rango &2
Fango intercuartil 26
Asimetria 785 JG61
Curtosis 2,433 1,274
RES-VEH  Media G232 02544
95% de intervalo Limite inferior 5422
de confianza para L )
la media Limite superior 7042
Media recortada al 5% G250
Mediana G354
Yarianza 003
Desviacion estandar 05087
Minirmo B5
Maximao 66
Fango A2
Rango intercuartil 08
Asimetria -1,613 1,014
Curtosis 2,855 2,619
RES-FGE  Media 1,0000 08164
95% de intervalo Limite inferior 7902
de confianza para L )
I3 media Limite superior 1,2094
Media recortada al 5% aaza
Mediana G706
Yarianza 040
Desviacidn estandar 18957
Minirmo 79
Maximao 1,34
Fango 55
Fango intercuartil 30
Asimetria 1,012 845
Curtosis ,8a2 1,741
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RE&ES day 13 Maorm

1,0042

08470

RES-DUL  Media

95% de intervalo Lirnite inferior B154

de confianza para L ]

la mediz Limite superior 1,1929

Media recortada al 5% 1,0084

Mediana G410

Warianza 07y

Desviacidn estandar 28091

Minirmo 52

Maximo 1,41

Rango =]

Rango intercuartil 43

Asimetria g0 ST

Curtosis - 557 1,274
RES-VEH  Media AT21 021149

95% de intervalo Lirnite inferior 5047

de confianza para L ]

la media Limite superior G396

Media recortada al 5% AT2T

Mediana ATT2

Warianza oz

Desviacion estandar 04238

Minirmo 52

Maximo 62

Fango A0

Rango intercuartil o8

Asimetria - B0& 1,014

Curtosis - 128 2,619
RES-PGE  Media 8807 [0GE485

595% de intervalo Limite inferior 8140

de confianza para L )

la mediz Limite superior 1,1475

Media recortada al 5% TG

Mediana HAeAT

Yarianza 025

Desviacidn estandar 15886

Minirmo 79

Maximo 1,27

Fango A8

Rango intercuartil 8

Asimetria 1,201 845

Curtosis 2,764 1,741
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RE&S day 15 Morm RES-DUL  Media 1,2509 05201
95% de intervalo Limite inferior 1,135
de confianza para L )
I3 media Limite superior 1 3668
Media recortada al 5% 1,2411
Mediana 11847
Yarianza 030
Desviacidn estandar 17249
Minirmo 1,05
Maximao 1,63
Rango 64
Rango intercuartil 23
Asimetria 1,066 BT
Curtosis 1,060 1,279
RES-VEH  Media G412 04836
55% de intervalo Limite inferior 3873
de confianza para L )
I3 media Limite superior G951
Media recortada al 5% 5371
Mediana A044
Yarianza 009
Desviacidn estandar 09672
Minirmao A7
Maximo 68
Fango 21
Rango intercuartil 6
Asimetria 1,814 1,014
Curtosis 3,409 2,619
RES-FGE  Media 9355 04153
95% de intervalo Limite inferior 8277
de confianza para L )
I3 media Limite superior 1,0432
Media recortada al 5% G357
Mediana G142
Yarianza 011
Desviacidn estandar A0270
Minirmao 81
Maximo 1,06
Rango 25
Rango intercuartil 20
Asimetria 253 845
Curtosis -1,713 1,741
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ANEXO Ill. DESCRIPTIVOS DEL FORCED SWIMMING TEST_TEST

Descriptivos
Estadisti Error
Condicion experimental co estandar
Nadar RES Media 478 572
95% de intervalo Limite inferior 3.46
de confianza para . )
la media Limite superior 6,10
Media recortada al 5% 481
Mediana 5,00
Varianza 2,944
Desviacion estandar 1,716
Minimo 2
Maximo 7
Rango 5
Rango intercuartil 3
Asimetria -134 TJAT
Curtosis -,825 1,400
RES-PGB  Media 17,00 816
95% de intervalo Limite inferior 15,00
de confianza para o )
la media Limite superior 19,00
Media recortada al 5% 17,00
Mediana 17,00
Varianza 4,667
Desviacion estandar 2,160
Minimo 14
Maximo 20
Rango 6
Rango intercuartil 4
Asimetria ,000 794
Curtosis -1,200 1,587
RES-DUL  Media 18,88 2,039
95% de intervalo Limite inferior 14,05
de confianza para L )
la media Limite superior 23,70
Media recortada al 5% 18,97
Mediana 20,00
Varianza 33,268
Desviacidn estandar 5,768
Minimo 10
Maximo 26
Rango 16
Rango intercuartil 1
Asimetria -, 468 752
Curtosis -1157 1,481
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Escalar RES Media 1,22 324

95% de intervalo Lirnite inferior 48

de confianza para L )

la media Limite superior 1,97

Media recortada al 5% 118

Mediana 1,00

Warianza G44

Desviacidn estandar arz

Minimao

Maximo

Fango

Rango intercuartil

Asimetria Jh02 J17

Curtosis -0049 1,400
RES-FGE  Media 86 261

95% de intervalo Limite inferior 22

de confianza para L ]

la media Limite superior 1,50

Media recortada al 5% 84

Mediana 1,00

Yarianza ATE

Desviacion estandar B30

Minirno 0

Maximo 2

Rango 2

Rango intercuartil 1

Asimetria 74 794

Curtosis 336 1,687
RES-DUL  Media 425 1,088

55% de intervalo Limite inferior 1,65

de confianza para L )

la media Limite superior 5,85

Media recortada al 5% 422

Mediana 4.00

arianza 9643

Desviacidn estandar 3105

Minimo 0

Maximo g

Rango 49

Rango intercuartil i

Asimetria 301 Ta2

Curtosis - 669 1,481

EVA M. GONZALEZ SOLER TESIS DOCTORAL
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Inmovilidad RES Media 54,00 441
95% de intervalo Limite infarior 5298
de confianza para L )
la mediz Limite superior 5502
Media recortada al 5% 54,00
Mediana 54,00
Yarianza 1,780
Desviacion estandar 1,323
Minirno 2
Maximo 56
Rango 4
Rango intercuartil 2
Asimetria 000 T17
Curtosis -1,248 1,400
RES-FGE  Media 4214 937
95% de intervalo Limite infarior 39,85
de confianza para L )
la media Limite superior 44 44
Media recortada al 5% 4216
Mediana 43,00
Yarianza G143
Desviacion estandar 2,478
Minirno 39
Maximo 45
Fango G
Rango intercuartil g
Asimetria - 411 794
Curtosis -1,841 1,587
RES-DUL  Media 37,00 1,488
95% de intervalo Limite inferior 3348
de confianza para L )
la mediz Limite superior 40,52
Media recortada al 5% 37,06
Mediana 37,00
Yarianza 17,714
Desviacion estandar 4,209
Minirno 30
Maximo 43
Fango 13
Rango intercuartil ¥
Asimetria - 307 752
Curtosis -,280 1,481
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ANEXO IV. DESCRIPTIVOS DEL NOVELTY-SUPPRESSED FEEDING TEST

Estudio del consume de comida

Descriptivos
Estadisti Errar
Condicidn experimental o estandar
Comida ingerida RES-VEH  Media 21,3042 73522
(@) 95% de intervalo Limite inferior 19,6860
de confianza para o ]
la mediz Limite superior 22,9224
Media recortada al 5% 21,2824
Mediana 20,0000
Yarianza 6,487
Desviacidn estandar 2,54687
Minimao 18,00
Maximo 25,00
Rango 7,00
Rango intercuartil 4 66
Asimetria 393 63T
Curosis -1,623 1,232
RES-FGE  Media 18 4063 42135
55% de intervalo Limite inferior 17,5082
de confianza para o ]
la mediz Limite superior 18,3043
Media recortada al 5% 18,4514
Mediana 19,0000
Yarianza 2841
Desviacidn estandar 1,68542
Minimao 15,00
Maximo 21,00
Rango 6,00
Fango intercuartil 263
Asimetria - 615 T
Cunosis -, 348 1,091
RES-DUL  Media 17,6143 JBEES2
95% de intervalo Lirite inferiar 15,7423
de confianza para o ]
la mediz Limite superior 19,4863
Media recortada al 5% 17,7937
Mediana 18,8500
Yarianza 10,612
Desviacidn estandar 3,24224
Minimo 10,00
Maximo 22,00
Rango 12,00
Fango intercuartil 4 48
Asimetria -1,114 ha7
Curosis 1,030 1,154
EVA M. GONZALEZ SOLER TESIS DOCTORAL
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ANEXO V. DESCRIPTIVOS DEL NOVELTY-SUPPRESSED FEEDING TEST
Estudio de conducta en Test y en Jaula

Descriptivos
Estadist Error
Condicién experimental co estandar
Tiempo en comer RES-VEH Media 513,0000 | 4086505

95% de intervalo Limite inferior 413,0068

de confianza para :

la media Limite superior | 12,9932

Media recortada al 5% 517,2222

Mediana 540,0000

Varianza 11689,67

Desviacion estandar 1081188

Minimo 350,00

Maximo 600,00

Rango 250,00

Rango Intercuartil 230,00

Asimetria -,989 794

Curtosis -1,013 1,587
RES-DUL Media 207,1429 | 20,89820

95% de intervalo Limite inferior 156,0068

de confianza para ,

1a media Limite superior | 2582784

Media recortada al 5% 206,2698

Mediana 220,0000

Varianza 3057143

Desviacion estandar 5520144

Minimo 140,00

Maximo 290,00

Rango 150,00

Rango imercuartil 90,00

Asimetria 140 7494

Cuntosis -1,287 1,587
RES-PGB  Media 5652500 | 16,04875

95% de intervalo Limite inferior 527.3007

de confianza para .

la media Limite superior | §03,1993

Media recortada al 5% 568,5000

Mediana 580,0000

Varianza 2060,500

Desviacion estandar 4539273

Minimo 472,00

Maximo 600,00

Rango 128,00

Rango intercuartil 57,50

Asimetria -1,350 152

Cuntosis 1,714 1,481
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Acercamiento RES-VEH Media 2143 06480
(veces por 95% deintervalo  Limite inferior 0557
minuto) de confianza para ) !

la media Limite superior 3729

Media recortada al 5% ,2103

Mediana 1700

Varianza 029

Desviacion estandar 17145

Minimo .00

Maximo 50

Rango 50

Rango intercuartil 23

Asimetria 583 794

Curtosis -,350 1,587
RES-DUL  Media 8214 A7723

95% de intervalo Limite inferior 3878

de confianza para )

la media Limite superior 1.2551

Media recortada al 5% 8016

Mediana 5500

Varianza 220

Desviacion estandar 46891

Minimo 50

Maximo 1,50

Rango 1,00

Rango intercuartii 1,00

Asimetria 1,138 794

Curtosis -,943 1,587
RES-PGB  Media 8438 12080

95% de intervalo Limite inferior 5581

de confianza para .

la media Limite superior 11294

Media recortada al 5% 843

Mediana 7250

Varianza 7

Desviacion estandar 34167

Minimo 40

Maximo 1,30

Rango 90

Rango Intercuartil 60

Asimetria 295 152

Curtosis -1,811 1,481

EVA M. GONZALEZ SOLER
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Tocar/Oler (veces
por minuto)

RES-VEH Media 2114 07133

95% de intervalo Limite inferior 0369

de confianza para )

la media Limite superior 3860

Media recortada al 5% 2071

Mediana ,2000

Varianza 036

Desviacion estandar 18872

Minimo ,00

Maximo 50

Rango 50

Rango intercuartil 34

Asimetria 273 794

Cuntosis -1,166 1,587
RES-DUL  Media J157 0717

95% de intervalo Limite inferior 4535

de confianza para )

la media Limite superior 9779

Media recortada al 5% J175

Mediana 7000

Varianza 080

Desviacion estandar ,28354

Minimo A0

Maximo 1,00

Rango 60

Rango intercuartil 59

Asimeatria -012 794

Curtosis -2,481 1,587
RES-PGB  Media 4363 07602

95% de intervalo Limite inferior 2565

de confianza para <

la media Limite superior 6160

Media recortada al 5% 4369

Mediana 4350

Varianza 046

Desviacion estandar 21500

Minimo A0

Maximo 76

Rango 66

Rango intercuartil 29

Asimetria -057 752

Curtosis - 767 1,481

TESIS DOCTORAL

EvA M. GONZALEZ SOLER




352 ANEXOS
(Enjaula) Tiempo RES-VEH Media 535714 6,82034
1 oMl 95% de intervalo  Limite inferior 36,8827

de confianza para

la media Limite superior | 702602

Media recortada al 5% 53,8016

Mediana 55,0000

Varianza 325,619

Desviacion estandar 18,04492

Minimo 25,00

Maximo 78,00

Rango 53,00

Rango intercuartil 32,00

Asimetria -,200 794

Cuntosis -,242 1,587
RES-DUL  Media 57.4286 586701

95% de intervalo Limite inferior 43,0725

de confianza para

la media Limite superior 71,7846

Media recortada al 5% 57,6984

Mediana 60,0000

Varianza 240,952

Desviacién estandar 1552264

Minimo 35,00

Maximo 75,00

Rango 40,00

Rango intercuartil 32,00

Asimetria -452 794

Curtosis -1,425 1,587
RES-PGB  Media 41,5000 7,49047

95% de intervalo Limite inferior 23,7879

de confianza para .

la media Limite superior | 592121

Media recortada al 5% 406111

Mediana 38,5000

Varianza 448 857

Desviacion estandar 21,18625

Minimo 18,00

Maximo 81,00

Rango 63,00

Rango intercuartil 32,00

Asimetria 769 152

Curtosis 313 1481
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(En jaula) RES-VEH Media 2,2571 35041
Cantidad de 95% de intervalo  Limite inferior 13997
comida ingerida de confianza para '

la media Limite superior 31146

Media recortada al 5% 22413

Mediana 2,2000

Varianza 860

Desviacion estandar 92711

Minimo 1,00

Maximo 3,80

Rango 2,80

Rango intercuaril 1,50

Asimetria 482 794

Curtosis 160 1,587
RES-DUL  Media 16429 35714

95% de intervalo Limite inferior 7690

de confianza para

la media Limite superior 25168

Media recortada al 5% 15754

Mediana 1,0000

Varianza 893

Desviacion estandar 94491

Minimo 1,00

Maximo 3,50

Rango 2,50

Rango intercuartil 1,00

Asimetria 1,503 794

Curtosis 1,982 1,587
RES-PGB  Media 16125 14692

95% de intervalo Limite inferior 1,2651

de confianza para

la media Limite superior 1,9599

Media recortada al 5% 1,6083

Mediana 1,7000

Varianza A73

Desviacion estandar 41555

Minimo 1,00

Maximo 2,30

Rango 1,30

Rango intercuartil 60

Asimetria -,070 752

Curosis 112 1,481
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ANEXO VI. DESCRIPTIVOS DE INMUNOHISTOQUIMICA DE
FLUORESCENCIA_LOCUS COERULEUS (SIN FORMALIN TEST)

Descriptivos
Estadist Error
Condicién Experimental o estandar
% Area TH RES-FOS-6H  Media 39,23825 | 1,817891
95% de intervalo Limits inferior 3493962
de confianza para )
la media Limite superior | 43 53688
Media recortada al 5% 3932683
Mediana 39,81000
Varianza 26,438
Desviacion estandar 5141772
Minimo 31,359
Maximo 45523
Rango 14,164
Rango intercuartil 9,923
Asimetria - 5585 152
Curtosis - 765 1.481
RES-FOS-5D Media 47,02950 | 3,514984
95% de intervalo Limite inferior 3871788
de confianza para ’
la media Limite superior | 55 34112
Media recortada al 5% 46,99878
Mediana 4526150
Varianza 98,841
Desviacion estandar 9941877
Minimo 34,959
Maximo 59,653
Rango 24694
Rango intercuartil 20,133
Asimetria A75 152
Curtosis -1,875 1,481
RES-FOS-15D Media 4798622 | 2,350758
95% de intervalo Limite inferior 4256537
de confianza para .
la media Limite superior | 53 40708
Media recontada al 5% 4798275
Mediana 46,67200
Varianza 49,735
Desviacidn estandar 7,082273
Minimo 38,079
Maximo 57,956
Rango 19,877
Rango intercuartil 13,011
Asimetria 067 J17
Curtosis -1,547 1,400
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ANEXOS 355
% Area FOS RES-FOS-6H Media 601563 | 1,174944
595% de intervalo Limite inferior 3,23732
de confianza para L ]
la media Limite superior 8,79393
Media recortada al 5% G,15392
Mediana 6 77EOD
Yarianza 11,044
Desviacidn estandar 3,323244
Minirmo 00a
Maximo 9,533
Rango 9524
Fango intercuartil 5435
Asimetria -804 762
Curosis -244 1,481
RES-FOS-5D Media 18700 JO4E015
595% de intervalo Limite inferior 07819
de confianza para L ]
la media Limite superior 29581
Media recortada al 5% 8167
Mediana AB5ED
Yarianza 017
Desviacidn estandar 130150
Minirmo 012
Maximo 458
Rango 446
Fango intercuartil 126
Asimetria 1,221 752
Curosis 2747 1,481
RES-FOS-150 Media 3B3ra 100558
595% de intervalo Limite inferior 15189
de confianza para L ]
la media Limite superiar G1567
Media recortada al 5% 36536
Mediana 38700
Yarianza Rulzh
Desviacidn estandar A01ETT
Minirmo 0BT
Maximo 1,032
Rango 465
Fango intercuartil 420
Asimetria 1,253 T17
Curosis 1,815 1,400
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% Area RES-FOS-6H Media f,29838 716254
colocalizacion 95% deintervalo  Limite inferior 460470

de confianza para L ]

I3 media Limite superiar 7,99205

Media recortada al 5% G,35442

Mediana 6,71150

Yarianza 4104

Desviacidn estandar 2,025873

Minimo 3,148

Maximo 8,440

Rango 5282

Rango intercuartil 3,909

Asimetria - 748 752

Curtosis -813 1,481
RES-FOS-6D Media 18238 043257

595% de intervalo Limite inferior 08009

de confianza para L ]

la media Limite superiar 2B466

Media recortada al 5% 7786

Mediana 6550

Yarianza 015

Desviacidn estandar 1223580

Minimao o012

Maximo 434

Rango 422

Rango intercuartil 118

Asimetria 1,108 752

Curosis 2,603 1,481
RES-FOS-15D  Media 32856 094212

595% de intervalo Limite inferior 11130

de confianza para L ]

la media Limite superior 54581

Media recortada al 5% 30851

Mediana 22600

Yarianza oen

Desviacidn estandar 282637

Minimo g2

Maximo 956

Rango 854

Rango intercuartil 350

Asimetria 1,532 )

Curosis 2,403 1,400
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ANEXOS 351
% FOS-TH RES-FOS-6H Media 5937016 1625
colocalizado 95% de intervalo Limite inferior 92,0080

de confianza para L )

la media Limite superior 85,3953

Media recortada al 5% 93 6456

Mediana 93,2885

Yarianza 4104

Desviacidn estandar 202587

Minirmo 91 56

Maximo 96,85

Rango 5,28

Rango intercuartil 3,81

Asimetria 748 752

Curtosis -813 1,481
RES-FOS-5D Media 598176 04326

595% de intervalo Limite inferior 89,7153

de confianza para L ]

la media Limite superior 89,9199

Media recortada al 5% 4998221

Mediana 99 83445

Yarianza 015

Desviacion estandar 12235

Minirmo 99 57

Maximo 99,99

Rango Az

Fango intercuartil 12

Asimetria -1,108 752

Curosis 2603 1,481
RES-FOS-150 Media 99 6714 09421

95% de intervalo Limite inferior 99 4542

de confianza para L .

la media Limite superior 99 8887

Media recortada al 5% 99 6915

Mediana 99 7740

Yarianza 080

Desviacidn estandar 28264

Minirmo 99,04

Maximo 99 94

Rango a4

Fango intercuartil 36

Asimetria -1,532 T17

Curtosis 2403 1,400
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ANEXO VII. DESCRIPTIVOS DE INMUNOHISTOQUIMICA DE
FLUORESCENCIA_LOCUS COERULEUS (CON FORMALIN TEST)

Descriptivos
Estadisti Errar
Condician Experimental co estandar
% Area TH fH DOLOR Media 4992680 | 3,582921
895% de intervalo Limite inferior 4182167
de confianza para L .
la media Limite superior | 5803193
Media recortada al 5% 4938333
Mediana 47 720480
Varianza 128,373
Desviacién estandar 11,330149
Minimo 37,074
Maximo 72 557
Rango 35,478
Rango intercuartil 17,6547
Asimetria 966 6aT
Curtosis 2448 1,334
50 DOLOR Media 4991570 | 2873835
85% de intervalo Lirmite inferiar 4341463
de confianza para L )
la media Limite superior | 56 41677
Media recortada al 5% 49 76744
Mediana 46038480
Varianza 82,5849
Desviacion estandar 9,087 866
Minimo 37,500
Maximo f5,000
Rango 27,500
Rango intercuartil 14,971
Asimetria A58 GBT
Cuntosis -1,174 1,334
16D DOLOR  Media 4727710 | 2,416524
85% de intervalo Lirmite inferiar 4181054
de confianza para L ]
la media Limite superior | 52 74366
Media recortada al 5% 47 48011
Mediana 4695000
Varianza 58,396
Desviacion estandar 7641719
Minimo 31,800
Maximo 59,000
Rango 27,100
Rango intercuartil 9,596
Asimetria - 556 6aT
Curtosis F36 1,334
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ANEXOS 359
% Area FOS fH DOLOR Media 6,75120 ATEZ
55% de intervalo Limite inferior 5GTEZ0
de confianza para L )
I3 medis Limite superior 7,82620
Media recortada al 5% 6,777
Mediana G,94200
Yarianza 2,268
Desviacion estandar 1,502750
Minimo 4,285
Maximo 8812
Rango 4 517
Fango intercuartil 2,272
Asimetria -319 687
Curtosis - 827 1,334
5D DOLOR Media 26410 06869
95% de intervalo Lirnite inferior 02234
de confianza para L ]
la media Limite superior 50586
Media recortada al 5% 23228
Mediana 0400
Yarianza 14
Desviacion estandar 337951
Minimo 009
Maximo 1,082
Fango 1,083
Fango intercuartil ae3
Asimetria 1,879 Nit=hi
Curtosis 3,799 1,334
150 DOLOR  Media 12430 054737
55% de intervalo Limite inferior 00048
de confianza para o ]
la media Limite superior 24812
Media recortada al 5% 0633
Mediana 05800
Yarianza 030
Desviacion estandar 173083
Minimo 00a
Maximo Ralil
Rango 560
Rango intercuartil 64
Asimetria 2,212 687
Curtosis 5143 1,334
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% Area EH DOLOR Media 567370 4144957
colocalizacion 95% de intervalo Limite inferior 473491

de confianza para o ]

la media Limite superiar 661244

Media recortada al 5% 565411

Mediana f.60000

Yarianza 1,722

Desviacidn estandar 1,312337

Minimo 4,000

Maximo 7,700

Rango 3,700

Rango intercuartil 2,363

Asimetria 286 687

Curtosis -1,3145 1,334
50D DOLOR Media J8560 082017

55% de intervalo Limite inferior 01007

de confianza para L )

la media Limite superiar 38113

Media recortada al 5% AT86T

Mediana 0gas0

Yarianza 067

Desviacion estandar 259360

Minimo ,oon

Maximo 750

Fango a0

Fango intercuartil A1

Asimetria 1,339 68T

Curtosis 891 1,334
150 DOLOR  Media 0820 052209

95% de intervalo Limite inferior -,00990

de confianza para o ]

la media Limite superior 22630

Media recortada al 5% o056

Mediana 05200

Yarianza 027

Desviacidn estandar V65098

Minimo ,oon

Maximo 534

Rango 534

Fango intercuartil V156

Asimetria 2,285 Nit=hi

Curtosis 56504 1,334
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ANEXOS 361
% DEFOS-TH EH DOLOR Media 85,2470 423452
COLOCALIZA 95% de intervalo  Limite inferior 75,6670

de confianza para L .

la media Limite superior 94 8261

Media recortada al 5% aa,0200

Mediana 39,5500

Varianza 179,31

Desviacion estandar 13,39071

Minimo 56,70

Maximo 98,80

Rango 4210

Rango intercuartil 13,74

Asimetria -1,43 687

Curtosis 1,364 1,334
5D DOLOR Media 556635 | 1371346

95% de intervalo Lirnite inferior 24 G415

de confianza para L )

la media Limite superiar 86,6355

Media recortada al 5% 66,2928

Mediana 62,1150

Yarianza 1880,5849

Desviacion estandar 43 36576

Minimo o0

Maximo 100,00

Rango 100,00

Fango intercuartil 493,21

Asimetria - 361 687

Curtosis -1,7448 1,334
150 DOLOR  Media 641480 | 1114116

95% de intervalo Lirnite inferior 38,9449

de confianza para o ]

la media Limite superior 80,3511

Media recortada al 5% 65,7200

Mediana 72,6500

Varianza 1241,255

Desviacion estandar 3523144

Minimo o0

Maximo 100,00

Rango 100,00

Fango intercuartil G314

Asimetria - 687 Nit=hi

Curtosis -,870 1,334
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ANEXO VIIl. DESCRIPTIVOS DE INMUNOHISTOQUIMICA DE
FLUORESCENCIA_A5 (SIN FORMALIN TEST)

Descriptivos
Estadisti Error
Condicidn Experimental to estandar
% Area TH RES-FOS5-6H Media 1,25114 233794
95% de intervalo Limite inferior 67907
de confianza para L )
la media Limite superior 1,82322
Media recortada al 5% 1,25005
Mediana 1,00000
Yarianza 383
Desviacidn estandar 618562
Minimao 382
Maximo 2,140
Rango 1,768
Rango intercuartil 1,000
Asimetria 412 754
Curtosis -.6881 1,587
RES-FOS-5D Media 1,85375 677853
95% de intervalo Limite inferior -,30348
de confianza para L )
la media Limite superiar 401098
Media recortada al 5% 1,84267
Mediana 1,75400
Yarianza 1,838
Desviacidn estandar 1,355707
Minimo AG4
Maximo 3,443
Rango 2,979
Rango intercuartil 2,544
Asimetria 272 1,014
Curtosis -2,933 26149
RES-FOS-15D  Media 204933 243583
95% de intervalo Lirnite inferiar 142318
de confianza para L )
la media Limite superiar 267548
Media recortada al 5% 205848
Mediana 2,26350
Yarianza 356
Desviacidn estandar JBOBES3
Minimo 1,263
Maximo 2,662
Rango 1,399
Rango intercuartil 1,167
Asimetria -,.554 844
Curtosis -1,924 1,741
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ANEXOS 363
% Area FOS RES-FOS-6H Media 46029 085984
95% de intervalo Limite inferior 24010
de confianza para L ]
la media Limite superior 63047
Media recortada al 5% AB526
Mediana 43600
Yarianza J0&7
Desviacidn estandar 238074
Minimao 122
Maximo 889
Rango 67
Fango intercuartil 270
Asimetria 690 754
Curosis 1,509 1,587
RES-FOS-5D Media 13175 043632
595% de intervalo Lirite inferior -,00711
de confianza para L ]
la media Limite superior 27061
Media recortada al 5% 13378
Mediana 5000
Yarianza Joosg
Desviacidn estandar 087263
Minirmo 017
Maximo 210
Rango 1483
Rango intercuartil 64
Asimetria -B64 1,014
Curosis - 794 2,619
RES-FOS-15D  Media 10950 015483
95% de intervalo Limite inferior 05942
de confianza para o ]
la media Limite superior 15858
Media recortada al 5% 0967
Mediana 1250
Yarianza ooz
Desviacidn estandar 047723
Minirmo 050
Maximo J1E6
Rango 116
Fango intercuartil 101
Asimetria -140 845
Curosis -1,742 1,741
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3oL ANEXOS
% Area . RES-FOS-6H Media ,20871 042196
COLOCALIZACIO 595% de intervalo Limite inferior 10546
M de confianza para L ] '
I3 media Limite superiar 31196
Media recortada al 5% 20413
Mediana 8000
Yarianza 012
Desviacidn estandar 111640
Minimo o0
Maximo 400
Rango a00
Rango intercuartil 182
Asimetria 880 784
Curtosis - 422 1,587
RES-FOS-5D Media 05650 0189453
95% de intervalo Lirnite inferior -,00541
de confianza para L )
la media Limite superiar 1841
Media recortada al 5% 05617
Mediana 05350
Yarianza ooz
Desviacidn estandar 038806
Minimo 013
Maximo 106
Rango 083
Rango intercuartil A7E
Asimetria 422 1,014
Curtosis Aa2 2619
RES-FOS-15D  Media 03533 016618
595% de intervalo Limite inferior -,00739
de confianza para L ]
la media Limite superior 07805
Media recortada al 5% 0331
Mediana 01800
Warianza ooz
Desviacidn estandar 40707
Minimo ooz
Maximo 096
Rango 054
Rango intercuartil 079
Asimetria Ba7 845
Curosis -1,363 1,741
EVA M. GONZALEZ SOLER TESIS DOCTORAL
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ANEXO IX. DESCRIPTIVOS DE INMUNOHISTOQUIMICA DE
FLUORESCENCIA_AS5 (CON FORMALIN TEST)

Descriptivos
Estadisti Errar
Condicidn Experimental to estandar
% Area TH RES-FOS-FT-6H Media 2,20000 45898498
95% de intervalo Limite inferiar 53983
de confianza para L )
la media Limite superior 356017
Media recortada al 5% 216667
Mediana 2,00000
Yarianza 1,200
Desviacion estandar 1,095445
Minimo 1,000
Maximo 4,000
Fango 3,000
Rango intercuartil 1,500
Asimetria 1,293 513
Curtosis 2917 2,000
RES-FOS-FT-5D Media 271428 359516
95% de intervalo Limite inferior 1,83458
de confianza para L )
la media Limite superior 3,59399
Media recortada al 5% 268254
Mediana 200000
Varianza 805
Desviacion estandar 851190
Minirmo 2,000
Maximo 4,000
Rango 2,000
Rango intercuartil 2,000
Asimetria T64 754
Curtosis -1,687 1,587
RES-FOS-FT-15D  Media 232857 376885
95% de intervalo Limite inferior 1,40880
de confianza para L ]
I3 mediz Limite superior 3,24834
Media recortada al 5% 2,343841
Mediana 300000
Varianza 9849
Desviacion estandar 894509
Minimo 1,000
Maximo 3,300
Rango 2,300
Rango intercuartil 2,000
Asimetria -,688 794
Curtosis -1,706 1,587
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366 ANEXOS
% Area FOS RES-FOS-FT-6H Media 1,01600 073865
95% de intervalo Limite inferior 81092
de confianza para L ]
la media Limite superior 1,22108
Media recortada al 5% 1,00667
Mediana SBoo0
Yarianza 027
Desviacion estandar JGBE16ET
Minimo 900
Maximo 1,300
Rango 400
Fango intercuartil 280
Asimetria 1,825 913
Curtosis 3,538 2,000
RES-FOS-FT-5D Media 13071 040877
95% de intervalo Limite inferior 03045
de confianza para L ]
la media Limite superior 23098
Media recortada al 5% 128249
Mediana Joooo
Yarianza 012
Desviacidn estandar 08414
Minirmo 005
Maximo 300
Rango 285
Fango intercuartil 180
Asimetria 314 754
Curtosis -803 1,587
RES-FOS-FT-15D  Media 1714 022542
95% de intervalo Limite inferior 06198
de confianza para L ]
la media Limite superior 17230
Media recortada al 5% 1627
Mediana Joooo
Yarianza 004
Desviacidn estandar 058642
Minirmo 050
Maximo 200
Rango a0
Fango intercuartil 130
Asimetria 786 754
Curtosis -882 1,587
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ANEXOS 361
% Area RES-FOS-FT-6H Media 91800 0845495
Colocalizacion 95% de intervalo  Limite inferior 65425

de confianza para L ]

la media Limite superior 118175

Media recortada al 5% 90384

Mediana eoooo

Yarianza 045

Desviacidn estandar M2415

Minimo 0o

Maximo 1,280

Rango 480

Rango intercuartil 285

Asimetria 2,023 913

Curtosis 4115 2,000
RES-FOS-FT-5D Media 06571 017438

95% de intervalo Limite inferiar 02305

de confianza para L ]

la media Limite superior 10838

Media recortada al 5% JOG746

Mediana O0&000

Yarianza 00z

Desviacidn estandar 046136

Minimo 000

Maximo 100

Rango 00

Rango intercuartil 100

Asimetria -1,027 794

Curtosis -1,096 1,587
RES-FOS-FT-15D  Media 03814 016066

95% de intervalo Limite inferior - 00117

de confianza para L ]

la media Limite superior 07745

Media recortada al 5% 03683

Mediana 02000

Yarianza 00z

Desviacidn estandar 042507

Minimo 000

Maximo 00

Fango 100

Rango intercuartil 087

Asimetria 708 784

Curtosis -1,540 1,587
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ANEXO X. DESCRIPTIVOS DE INMUNOHISTOQUIMICA DE
FLUORESCENCIA_A7 (SIN FORMALIN TEST)

Descriptivos
Estadisti Error
Condicion Experimental co estandar
% AreaTH RES-FOS-6H Media 3,71010 363472
95% de intervalo Limite inferior 288787
de confianza para ) )
la media Limite superior 453233
Media recortada al 5% 3,70683
Mediana 3,76650
Varianza 1,321
Desviacidn estandar 1,149399
Minimo 1,868
Maximo 5,611
Rango 3,743
Rango intercuartil 1,904
Asimetria - 145 687
Curtosis -500 1,334
RES-FOS-5D Media 3,48117 ,529481
95% de intervalo Limite inferior 211881
de confianza para o )
la media Limite superior 484353
Media recortada al 5% 344141
Mediana 3,16350
Varianza 1,685
Desviacion estandar 1,298182
Minimo 2122
Maximo 5556
Rango 3,434
Rango intercuartil 2,269
Asimetria .803 845
Curtosis -,391 1,741
RES-FOS-15D  Media 3,45082 6003489
95% de intervalo Limite inferior 211305
de confianza para s ;
la media Limite superior 4,78859
Media recortada al 5% 3,23335
Mediana 2,87100
Varianza 3,965
Desviacion estandar 1,991298
Minimo 1,870
Maximo 8,946
Rango 7,076
Rango intercuartil 461
Asimetria 2,526 661
Curtosis 6,662 1,279
EVA M. GONZALEZ SOLER TESIS DOCTORAL
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% Area FOS RES-FOS-6H Media ,83700 050204
95% de intervalo Limite inferior 72343
de confianza para ) .
la media Limite superior 95057
Media recortada al 5% 83239
Mediana 78800
Varianza 025
Desviacion estandar 158760
Minimo 651
Maximo 1,106
Rango 455
Rango intercuartil 278
Asimetria 569 687
Curtosis -1.170 1,334
RES-FOS-5D Media ,20517 ,039555
95% de intervalo Limite inferior 10349
de confianza para L )
la media Limite superior 30685
Media recortada al 5% ,20630
Mediana 21200
Varianza ,009
Desviacion estandar 096890
Minimo 066
Maximo 324
Rango 258
Rango intercuartil 187
Asimetria -,291 845
Curtosis -979 1,741
RES-FOS-15D  Media 22291 035251
95% de intervalo Limite inferior 14436
de confianza para 7 ;
la media Limite superior 30145
Media recortada al 5% 21312
Mediana 16200
Varianza 014
Desviacion estandar 116915
Minimo 122
Maximo 500
Rango 378
Rango intercuartil 165
Asimetria 1,584 661
Curtosis 2181 1,279
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% Area RES-FOS-6H Media 53490 077217
Colocalizacin 95% de intervalo Limite inferior 36022

de confianza para < .

1a media Limite superior 70958

Media recortada al 5% 53267

Mediana ,60700

Varianza ,060

Desviacion estandar 244183

Minimo 185

Maximo 925

Rango 740

Rango intercuartil 439

Asimetria -,288 687

Curtosis -, 794 1,334
RES-FOS-5D Media 11083 ,027870

95% de intervalo Limite inferior 03919

de confianza para il )

la media Limite superior 18248

Media recortada al 5% 10998

Mediana 11200

Varianza ,005

Desviacidn estandar 068268

Minimo 034

Maximo 203

Rango 169

Rango intercuartil 135

Asimetria A1 845

Curtosis -1,714 1,741
RES-FOS-15D  Media 10727 031352

95% de intervalo Limite inferior 03742

de confianza para . )

la media Limite superior 17713

Media recortada al 5% 10319

Mediana ,08100

Varianza 011

Desviacion estandar 103982

Minimo ,003

Maximo ,285

Rango ,282

Rango intercuartil 165

Asimetria 877 661

Curtosis -, 426 1,279

EVA M. GONZALEZ SOLER TESIS DOCTORAL
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ANEXO XI. DESCRIPTIVOS DE INMUNOHISTOQUIMICA DE
FLUORESCENCIA_A7 (CON FORMALIN TEST)

Descriptivos
Estadisti Errar
Condicidn Experimental to estandar
% Area TH RES-FOS-FT-6H Media 470000 984887
95% de intervalo Limite inferiar 1,53351
de confianza para L )
la media Limite superior 7,86649
Media recortada al 5% 473333
Mediana 5,00000
Yarianza 3,960
Desviacion estandar 1,989975
Minimo 2,000
Maximo 6,800
Fango 4,800
Rango intercuartil 3,600
Asimetria - 877 1,014
Curtosis 1,834 2,614
RES-FOS-FT-5D Media 4 50000 JAEG025
95% de intervalo Limite inferior 1,74382
de confianza para L )
la media Limite superior 7,25608
Media recortada al 5% 444444
Mediana 4 00000
Varianza 3,000
Desviacion estandar 1,732051
Minirmo 3,000
Maximo 7,000
Rango 4,000
Rango intercuartil 3,000
Asimetria 1,540 1,014
Curtosis 2,889 26149
RES-FOS-FT-15D  Media 4,20000 ,800000
95% de intervalo Limite inferior 1,07884
de confianza para L ]
la media Limite superior | 42116
Media recortada al 5% 4 16667
Mediana 4 00000
Varianza 3,200
Desviacion estandar 1,788854
Minimo 2,000
Maximo 7,000
Rango 5,000
Rango intercuartil 2,500
Asimetria 8 913
Curtosis 2,363 2,000
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% Area FOS RES-FOS-FT-6H Media 77325 137478
95% de intervalo Limite inferior 33573
de confianza para L ]
la media Limite superior 121077
Media recortada al 5% 76622
Mediana 71000
Yarianza 076
Desviacidn estandar J2T4955R
Minimo E12
Maximo 1,161
Fango 649
Rango intercuartil 452
Asimetria 1,280 1,014
Curtosis 2,422 2,618
RES-FOS-FT-5D Media 6875 052652
95% de intervalo Limite inferior 00119
de confianza para L ]
la media Limite superior 33631
Media recortada al 5% 6806
Mediana 6250
Yarianza 011
Desviacion estandar 105304
Minimo 050
Maximo 300
Rango 250
Rango intercuartil 203
Asimetria 15 1,014
Curtosis - 006 2,618
RES-FOS-FT-15D  Media 1640 010438
95% de intervalo Limite inferior 0B742
de confianza para L )
la media Limite superior 14538
Media recortada al 5% 1544
Mediana ,1ooon
Warianza 00
Desviacion estandar 02334
Minimao 100
Maximo 150
Rango 050
Rango intercuartil 041
Asimetria 834 913
Curtosis -1,469 2,000
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% Area RES-FOS-FT-6H Media 74350 115442
Colocalizacion 85% de intervalo Limite inferior aTE11

de confianza para L .

la media Limite superior 1,11089

Media recortada al 5% 13867

Mediana JFoooo

Warianza 053

Desviacion estandar 230883

Minimo A1

Maximo 1,063

Rango 552

Rango intercuartil 414

Asimetria 1,077 1,014

Curtosis 2160 2618
RES-FOS-FT-5D Media 14075 054774

95% de intervalo Limite inferiar -,03357

de confianza para L )

la media Limite superior 31507

Media recortada al 5% 136584

Mediana 0650

Varianza 012

Desviacion estandar 109548

Minimao 050

Maximo ,300

Rango 250

Rango intercuartil 190

Asimetria 1,625 1,014

Curtosis 3,028 2,618
RES-FOS-FT-150  Media 08220 026897

95% de intervalo Limite inferior 00724

de confianza para L )

la media Limite superior 15716

Media recortada al 5% 0B356

Mediana ,looon

Warianza 004

Desviacion estandar (060367

Minimo 000

Maximo 140

Rango 140

Rango intercuartil 16

Asimetria -,.598 913

Curtosis -1,810 2,000
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ANEXOS

ANEXO XII. DESCRIPTIVOS DE INMUNOHISTOQUIMICA DE
FLUORESCENCIA_LAMINAS 1 Y || DEL ASTA POSTERIOR DE
LA MEDULA ESPINAL TRAS APLICACION DE FORMALIN TEST

Descriptivos
Estadisti Errar
Condicidn experimental co estandar
Células RES-FOS-FT-6H Media 13,7692 2,22870
fospositivas 95% de intervalo  Limite inferior 91701
de confianza para L )
la media Limite superior 18,3593
Media recortada al 5% 13,5342
Mediana 12,5000
Warianza 129,145
Desviacidn estandar 11,36418
Minimo oo
Maximo 32,00
Fango 32,00
Rango intercuartil 21,25
Asimetria 156 A5G
Curtosis -1,760 8a87
RES-FOS-FT-5D Media 17,2500 258825
95% de intervalo Limite inferior 11,8751
de confianza para L ]
la media Limite superior 22,6248
Media recortada al 5% 17,0093
Mediana 18,0000
Yarianza 162,022
Desviacidn estandar 1272878
Minimo 1,00
Maximo 39,00
Rango 38,00
Rango intercuartil 26,00
Asimetria 054 472
Curtosis -1,679 918
RES-FOS-FT-150  Media 15,8500 282515
95% de intervalo Limite inferior 10,0369
de confianza para L ]
la media Limite superior 21,8631
Media recortada al 5% 157222
Mediana 13,5000
Yarianza 169,629
Desviacion estandar 1263443
Minimao 2,00
Maximo 34,00
Rango 32,00
Rango intercuartil 24 50
Asimetria 188 512
Curtosis -1,830 842
EVA M. GONZALEZ SOLER TESIS DOCTORAL








