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Esta publicación recoge las ponencias presentadas por jóvenes in-
vestigadores durante la celebración de las V Jornadas Científicas, or-
ganizadas en marzo de 2014 por el Instituto de Neurociencias «Fe-
derico Olóriz» de la Universidad de Granada.

Estos encuentros bianuales, que se inician en el año 2006, respon-
den al compromiso del Instituto de Neurociencias con la formación 
investigadora de sus miembros más jóvenes (becarios y contrata-
dos) así como en la difusión del trabajo que desarrollan los distin-
tos grupos de investigación adscritos al mismo. La valiosa colabo-
ración establecida entre el Instituto de Neurociencias y el Parque 
de las Ciencias de Granada, ha permitido que se realicen nuestros 
simposios en sus aulas, coincidiendo con la celebración de la Se-
mana Mundial del Cerebro.

Nuestro agradecimiento a la dirección del Instituto de Neuro-
ciencias y a los coautores que participan en este libro. Su inestima-
ble ayuda ha hecho posible continuar la publicación periódica de 
los trabajos de investigación que se presentan y discuten en este 
foro. Confiando en que futuros resultados de la investigación que 
produce el Instituto seguirá esta tradición, parece pertinente que 
sea «Encuentros en Neurociencias» el título de esta serie de libros.
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Prólogo
Raquel Durán Ogalla

la neurociencia comprende un amplio abanico de estudio dentro del cerebro, sus 
funciones y sus patologías. Desde el nacimiento de esta disciplina de la mano de 
la teoría neuronal de santiago ramón y cajal, a finales del siglo XiX, son muchos 
los avances científicos que se han llevado a cabo y que han permitido un mejor 
conocimiento de su complejo funcionamiento. no obstante, queda aun mucho ca-
mino por recorrer, en el que sólo mediante un abordaje multidisciplinar y coordi-
nado será posible descifrar el funcionamiento cerebral en el fututo.

con la idea de dar a conocer a la comunidad científica y universitaria las lí-
neas de investigación puestas en marcha en el instituto de neurociencias «Doctor 
olóriz» de la universidad de Granada, y gestados dentro de la celebración perió-
dica de jornadas de difusión científica, ha surgido esta colección de libros de «en-
cuentros en neurociencias».

la tónica estructural de esta obra es similar a las anteriores ediciones: los tra-
bajos de investigación se distribuyen en diecinueve capítulos que abarcan desde in-
vestigación biomédica básica hasta investigación clínica y traslacional en el campo 
de la neurociencia.

los autores, colaboradores y editores esperan con esta obra poner en cono-
cimiento al lector del estado actual de la investigación en el sistema nervioso, y 
agradecerán las críticas, sugerencias y comentarios acerca de la misma, los cuales 
serán considerados en ediciones posteriores.
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capítulo 1

Genética de la enfermedad
de Parkinson: Una actualización

Bandrés-Ciga S, Durán R, Barrero FJ, 
Escamilla-Sevilla F, Pelegrina J, Ramírez M, vives F.

Resumen

en las últimas dos décadas, hemos sido testigos de una revolución en el campo 
de la genética de la enfermedad de Parkinson (eP), un trastorno neurodegenera-
tivo que afecta al movimiento y cuya causa es la muerte de las neuronas dopami-
nérgicas de la parte compacta de la sustancia negra (snpc). el descubrimiento de 
genes asociados a mutaciones causantes de la variedad familiar ha proporcionado 
nuevo conocimiento acerca de los posibles mecanismos moleculares implicados en 
la neurodegeneración. Por otro lado, se ha sugerido más recientemente que la eP 
esporádica, la forma más frecuente, podría responder a un patrón poligénico mul-
tifactorial, en el que la interacción entre genes de riesgo y la exposición a factores 
ambientales podría explicar en gran parte su origen.

la genética y su avanzada tecnología de secuenciación y de genotipado a gran 
escala están aportando luz en el esclarecimiento de la etiología de la eP, facili-
tando además la identificación de nuevas dianas terapéuticas para el desarrollo de 
tratamientos eficaces que permitan curar o ralentizar la neurodegeneración. Por 
otro lado, el hallazgo de variantes genéticas de riesgo, podría ser una potente he-
rramienta en el diagnóstico clínico y diferencial, permitiendo tanto identificar a la 
población con predisposición genética a desarrollar eP como caracterizar los dis-
tintos fenotipos clínicos.

la presente revisión bibliográfica pretende dar una visión actualizada sobre la 
implicación de la genética en la eP, abordando con detalle los genes asociados al 
desarrollo de la enfermedad.

Introducción

la enfermedad de Parkinson (eP) es un trastorno neurodegenerativo que afecta 
al movimiento, cuya causa es la muerte de las neuronas dopaminérgicas de la 
parte compacta de la sustancia negra (snpc). es la segunda enfermedad neuro-
degenerativa de mayor prevalencia, solo precedida por la enfermedad de alzhei-
mer, y la primera entre las alteraciones que afectan al movimiento. se estima 
que la prevalencia mundial es de 50-200 casos por 100.000 habitantes, observán-
dose con mayor frecuencia por encima de los 60 años, y la proporción se in-
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crementa con la edad. a pesar de los considerables esfuerzos realizados, todavía 
no se ha logrado identificar en su totalidad los mecanismos fisiopatológicos im-
plicados en la eP, ni cómo éstos se entrelazan conduciendo a la neurodegenera-
ción de la snpc. entre los mecanismos postulados, además de los de causa ge-
nética, se encuentran la disfunción mitocondrial, el estrés oxidativo, la alteración 
de las rutas del proteosoma y del lisosoma, los fenómenos de agregación pro-
teica y la neuroinflamación.

Desde que James Parkinson describiera la eP en 1817 en su tratado monográ-
fico «An Essay on the Shaking Palsy» y a lo largo de la historia, las causas de la 
eP se habían atribuido en su totalidad a factores ambientales de origen descono-
cido. no fue hasta 1888 cuando las observaciones de Guillermo Gowers pusieron 
de manifiesto la importancia de los factores genéticos en la eP, tras comprobarse 
que existía una mayor prevalencia de desarrollo de la enfermedad entre los parien-
tes de enfermos con eP [1]. no obstante, el concepto de heredabilidad ha llevado 
muchas veces a controversia, siendo cuestionado por investigadores de la notorie-
dad de William langston, quien continuaba postulando una etiología puramente 
ambiental [2]. además, investigaciones llevadas a cabo en gemelos monocigotos 
y dicigotos apoyaban la idea de que las principales causas de eP de inicio tardío 
no eran genéticas [3,4]. sin embargo, una serie de estudios de agregación familiar 
en diferentes regiones geográficas del mundo aportaron nueva luz y corroboraron 
la hipótesis de que este trastorno neurológico presentaba un sustrato genético de 
marcada trascendencia [5,6]. tanta ha sido su importancia, que en las últimas dos 
décadas hemos sido testigos de una revolución en la genética de la eP, siendo cada 
vez mayor la contribución de este campo para el conocimiento de los mecanis-
mos que subyacen a la eP.

la eP puede presentarse en el subtipo familiar o esporádico, variedades clínica-
mente indistinguibles. aunque las formas familiares solo representan entre un 5% 
y un 10% de los casos, su estudio es clave para descifrar la base molecular de la 
eP. el descubrimiento de genes asociados a mutaciones causantes de la variedad 
familiar ha proporcionado nuevo conocimiento acerca de los posibles mecanismos 
moleculares implicados en la neurodegeneración. Hasta el momento varios genes, 
de los cuales hablaremos posteriormente, se han reconocido como responsables de 
las formas mendelianas autosómicas, dominantes o recesivas. sin embargo, las mu-
taciones monogénicas causantes de la variedad familiar son raras y minoritarias, 
ya que la gran mayoría de los afectados se corresponde con las formas esporádi-
cas, constituyendo alrededor de un 90% de los casos. recientemente se ha suge-
rido que la eP esporádica podría ser el resultado de múltiples eventos, incluyendo 
el envejecimiento, la susceptibilidad genética y la exposición a factores ambienta-
les. la eP esporádica podría englobarse dentro de las llamadas enfermedades ge-
néticamente complejas; obedecen a un patrón poligénico multifactorial en el que 
la interacción entre variantes genéticas de baja penetrancia y la exposición a fac-
tores ambientales explicarían su etiología.
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La era de los GWAS: Estudios de asociación
genética a gran escala

la secuenciación completa del genoma humano [7,8], el proyecto HapMap, creado 
con el fin de catalogar las regiones de similitudes y diferencias genéticas entre in-
dividuos y entender mejor la relación entre el  genoma  y la salud humana [9], así 
como el gran avance de la tecnología, han permitido el desarrollo de estudios ge-
néticos poblacionales a gran escala, comúnmente llamados GWas (Genome Wide 
Association Study). la finalidad de estos estudios se centra en detectar variantes 
genéticas de riesgo para una determinada enfermedad mediante comparación de 
frecuencias alélicas entre casos y controles. esta nueva concepción metodológica 
ha llevado a la identificación de nuevos genes candidatos que nos han orientado 
hacia posibles rutas biológicas implicadas en la eP que puedan explicar tanto su 
origen como los distintos fenotipos clínicos, además de contribuir a nuevo cono-
cimiento para el diseño de las tan ansiadas dianas terapéuticas que curen, preven-
gan o ralenticen la neurodegeneración.

las variantes genéticas estudiadas en los GWas son los llamados polimorfis-
mos de nucleótido simple (snPs), es decir, variaciones en la secuencia de aDn que 
afectan a una sola base y que se dan en al menos un 1% de la población. aque-
llos snPs que se encuentran en exones (regiones codificantes del gen) pueden al-
terar la estructura y función de la proteína, mientras que los que se encuentran 
en intrones (regiones no codificantes) o en regiones intergénicas pueden afectar a 
la expresión génica contribuyendo a la aparición de la eP.

los primeros GWas llevados a cabo para entender la genética de la eP [10,11] 
se vieron obstaculizados por varios problemas. la limitación de la tecnología no 
hacía posible el diseño de chips con un número de variantes genéticas de estudio 
demasiado alto. Hasta el momento se han asociado 28 genes con la eP (revisado 
en [12]). las primeras variantes genéticas de riesgo asociadas a la eP esporádica 
mediante GWas, se encontraron en genes que previamente habían sido recono-
cidos como causantes de la eP familiar a través de estudios de ligamiento, como 
son: snca, lrrK2 y MaPt. Posteriormente un gran número de loci de riesgo fue-
ron identificados, algunos de ellos nunca antes asociados a la eP. Hasta la fecha se 
han encontrado más de 20, pero por los distintos fenotipos clínicos que presenta 
la eP, se estima que muchos se ellos todavía están por descubrir.

tras el éxito de estos estudios, algunos investigadores decidieron colaborar po-
niendo en común todos los resultados obtenidos en los distintos GWas y así 
poder aumentar el poder estadístico, dando lugar a los llamados meta-análisis, to-
davía más eficaces a la hora de detectar variantes de riesgo. De esta manera, 3 
meta-análisis fueron publicados en cuestión de meses, y cada uno de ellos identi-
ficó al menos una asociación novedosa. el consorcio internacional de Genómica 
en eP sacó a la luz el primero de ellos, incluyendo un pool con todos los datos 
de 5 GWas conducidos en europa y eeuu [11, 13-17]. 11 loci alcanzaron la sig-
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nificación, de los cuales 5 de ellos eran completamente novedosos. una de las li-
mitaciones de los GWas llevados a cabo hasta el momento, es que la mayoría de 
ellos no establecen una diferenciación entre los pacientes con eP de inicio tardío 
y los de inicio temprano. se piensa que aquellos individuos que desarrollan la eP 
a edades tempranas, son portadores de variantes genéticas con un efecto muy su-
perior y de mayor penetrancia que el resto. además, otro aspecto importante a 
tener en cuenta en el estudio es entender las interacciones intragénicas, es decir, 
como los loci de susceptibilidad dan lugar a un riesgo acumulativo que favorece 
el desarrollo de la eP esporádica.

Hoy en día, considerando los meta-análisis más recientes, no existe ningún 
estudio que haya sido capaz de identificar todos los loci descritos al mismo 
tiempo, por lo que o bien podríamos estar ante algún falso positivo o por el 
contrario, ciertos loci se estarían obviando en forma de falsos negativos. se es-
tima que la «missing heridability» o heredabilidad perdida reside en variantes 
genéticas de efecto modesto localizadas en loci todavía desconocidos, además 

Figura 1. Schematic representation of the current research strategies for finding 
 genes related to human diseases. 
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de variantes raras difíciles de estudiar con la tecnología actual, como es el caso 
de las cnv (del inglés: copy number variant o variación en el número de co-
pias). cabe destacar que el reciente desarrollo de técnicas de secuenciación ge-
nética de última generación, como el «panel sequencing», han permitido ir un 
paso más hacia adelante, estudiando en profundidad cada uno de los loci donde 
se encuentra un determinado gen e identificando nuevas variantes funcionales 
de riesgo potencial.

en definitiva, las nuevas técnicas de secuenciación, así como los estudios gené-
ticos de asociación a gran escala (GWas), están logrando expandir cada vez más 
el espectro de las variantes genéticas de riesgo para padecer eP. a continuación 
abordamos una revisión bibliográfica sobre los genes relacionados con el desarro-
llo de la eP.

PARK1-4/SNCA

el gen SNCA, localizado en el cromosoma 4 (4q22.1), codifica la α-sinucleína (α-
syn), una proteína de 140 aminoácidos considerada el principal sello patológico 
de la eP. si se encuentra mutada o anormalmente elevada, tiende a formar oligó-
meros insolubles que se agregan en fibrillas dando lugar a unas inclusiones intra-
citoplasmáticas llamadas cuerpos de lewy. recientemente se ha sugerido que esta 
proteína tiene propiedades priónicas, ya que es capaz de difundirse de neurona a 
neurona y propagar su plegamiento erróneo [18].

tabla 1. PD-linked Genes 



BanDrés-ciGa s, Durán r, Barrero FJ, escaMilla-sevilla F, PeleGrina J, raMírez M, vives F.

 6

las mutaciones en este gen constituyen la segunda causa más común de eP 
de heredabilidad autosómica dominante. la a53t fue la primera mutación identi-
ficada en una familia de origen italiano [19]. Posteriormente se identificaron otras 
dos mutaciones puntuales, la a30P en una familia alemana [20] y la e46K en va-
rias familias de origen vasco [21].

las multiplicaciones del gen, tanto duplicaciones como triplicaciones, se han 
relacionado con un fenotipo muy agresivo de eP familiar de inicio temprano, pro-
gresión muy rápida y severidad pronunciada [22]. además, se ha visto que los pa-
cientes con eP asociada a este gen suelen desarrollar un parkinsonismo atípico que 
cursa con demencia, pérdida progresiva de respuesta a levo-dopa y disautonomía 
(revisado en: [23]).

Por otro lado, el gen SNCA ha sido ampliamente estudiado como factor de riesgo 
para el desarrollo de eP esporádica en diversos GWas llevados a cabo en pobla-
ción caucásica y asiática [13, 24-27]. todos ellos han confirmado que este gen es 
de los principales contribuidores a la susceptibilidad genética que predispone a pa-
decer la enfermedad. Hasta el momento, numerosos estudios caso-control han tra-
tado de replicar estos resultados examinando la relación entre diferentes snPs en 
regiones intrónicas y exónicas de este gen y la eP. variaciones alélicas en el pro-
motor rep 1 del gen se han asociado con mayor riesgo para padecer eP en 11 es-
tudios distintos [28]. también se ha visto que ciertos snPs en la región 3’ del gen 
actúan regulando los niveles de α-syn en el cerebro, plasma y sangre [29,30], cons-
tituyendo un factor de riesgo para desarrollar eP.

sin embargo, la heterogeneidad de las distintas poblaciones sumada al poco 
poder estadístico de algunos estudios, debido a su tamaño muestral, han llevado 
a veces a discrepancias en los resultados obtenidos. Por tanto son necesarias repli-
caciones independientes en grandes cohortes de población bien definida.

PARK 2/PARKIN

Fue el segundo gen descubierto en relación a la eP. PARK2 se localiza en el cromo-
soma 6 y codifica para una proteína de 465 aminoácidos llamada parkina, carac-
terizada como ubiquitín proteín ligasa, miembro de la familia e3 ubiquitin-ligasas. 
Funcionalmente, la proteína parkina es responsable de la transferencia de molé-
culas de ubiquitina activada a un substrato proteico, para su posterior degrada-
ción en el sistema ubiquitin proteosoma. además de su papel en el metabolismo 
de proteínas, tiene un papel igualmente importante en el control de calidad mi-
tocondrial. cuando por cualquier razón la mitocondria se daña y pierde su poten-
cial de membrana, se desencadena un proceso denominado mitofagia, en colabo-
ración con PinK1. al desaparecer el potencial de membrana mitocondrial, PinK1 
que se encuentra estabilizado y fijo a la membrana, se autofosforila. esta proteína 
fosforilada es la señal para que parkina ubiquitinice las proteínas de la membrana 
externa mitocondrial, favoreciendo la fisión de esta parte del resto de la mito-
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condria no dañada y su posterior eliminación por autofagia. las primeras muta-
ciones en este gen se descubrieron en una familia japonesa [31], y son las princi-
pales causantes de eP juvenil de heredabilidad autosómica recesiva [32]. Hasta el 
momento, se conocen más de 100 mutaciones patogénicas, tanto asociadas a eP 
familiar como esporádica [33,34], que interrumpen la actividad de parkina provo-
cando el acúmulo de proteínas tóxicas y la muerte de las neuronas dopaminérgi-
cas. el fenotipo clínico de los pacientes se caracteriza por parkinsonismo de ini-
cio temprano con una edad media de 30 años, aunque se han descrito casos de 
eP esporádica por encima de los 70 años. suelen presentar buena respuesta a le-
vodopa, fluctuaciones diurnas y progresión lenta. además, uno de los rasgos ana-
tomopatológicos más característicos es la ausencia de cuerpos de lewy en las neu-
ronas dopaminérgicas de la snpc.

PARK 5/UCHL1

el gen UCHL1 codifica para una enzima llamada ubiquitín carboxil-terminal hidrolasa 
l1 cuya función es hidrolizar cadenas de ubiquitina generando monómeros libres 
de ubiquitina, que pueden ser reciclados para eliminar otras proteínas. se ha suge-
rido que una menor actividad de esta proteína podría reducir la disponibilidad de 
los monómeros de ubiquitina provocando la acumulación de proteínas dañadas a 
la espera de ser degradadas. Hace más de una década se detectó su primera muta-
ción en heterocigosis, la i93M, en una pareja de hermanos alemanes que eran por-
tadores asintomáticos [35]. Posteriormente se identificó otra mutación, la M124l, 
que tampoco desarrollaba la enfermedad. es posible que ciertos snPs puedan con-
tribuir a la aparición de eP esporádica. sin embargo, su relevancia no está clara.

PARK 6/PINK1

PINK1 se localiza en el cromosoma 1 y codifica para una proteína kinasa mitocon-
drial llamada Pten–induced kinasa 1 o pantotenato kinasa. el descubrimiento de 
sus primeras mutaciones en una familia siciliana [36] puso de manifiesto por pri-
mera vez la implicación de la mitocondria en la patogénesis de la eP. PinK1 es 
una proteína citosólica que requiere que la membrana mitocondrial esté polarizada 
para pasar al interior de la misma, donde rápidamente se degrada. si la mitocon-
dria pierde su potencial, PinK1 permanece en el exterior y marca a la mitocondria 
para su eliminación por autofagia. las mutaciones en PINK1, menos frecuentes que 
las encontradas en PARK2, son las responsables de una forma de parkinsonismo de 
aparición temprana, de heredabilidad autosómica recesiva con una penetrancia muy 
alta [37]. Hasta el momento se han descrito más de 50 mutaciones distintas [38], 
implicadas tanto en formas familiares como en formas esporádicas de inicio tem-
prano (revisado en: [39]). el fenotipo de los pacientes portadores de estas muta-
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ciones es muy parecido al de aquellos portadores de mutaciones en PARK2, carac-
terizado por una progresión especialmente lenta, buena respuesta a l-dopa y alta 
incidencia de manifestaciones psiquiátricas [40].

PARK7/DJ-1

DJ-1 codifica una proteína de 189 aminoácidos a la que se le ha atribuido una fun-
ción antioxidante, actuando como sensor frente al estrés oxidativo y protegiendo a 
la célula [41]. varios estudios han demostrado que la ausencia de esta proteína en 
las neuronas dopaminérgicas conlleva neurodegeneración mediada por estrés oxi-
dativo [42]. el hecho de que mutaciones en DJ-1 sean responsables de formas fa-
miliares de eP es la evidencia más directa de la implicación del estrés oxidativo en 
su patogénesis. la patología de los pacientes con mutaciones en DJ-1 es aún des-
conocida. varios grupos demostraron que DJ-1 podría prevenir la agregación de la 
α-syn (revisado en: [39]) y mitigar el efecto dañino de las formas patogénicas mu-
tadas. Más recientemente se ha visto que DJ-1 actúa en consonancia con parkina 
y PinK1 regulando procesos de mitofagia.

las mutaciones en este gen son bastante raras, responsables de una forma fa-
miliar autosómica recesiva de eP. la primera mutación, la l166P, se detectó en una 
familia consanguínea de italia [43]. a partir de entonces, otras mutaciones han sido 
descritas. en un meta-análisis se vio que son más frecuentes en casos familiares 
que en casos esporádicos [44].

PARK 8/LRRK2

este gen localizado en el cromosoma 12, codifica la proteína kinasa 2, también lla-
mada dardarina. está constituida por 2527 aminoácidos y se expresa ampliamente 
en el cerebro. se trata de una proteína de gran tamaño formada por dos dominios 
enzimáticos (GtPasa y kinasa) y varios dominios de interacción proteína-proteína. 
entre sus funciones cabe destacar la unión a sustratos específicos para la ubiquiti-
nización, tráfico vesicular e interacción con otras proteínas [45]. LRRK2 fue identifi-
cado por primera vez en una numerosa familia japonesa [46]. sus mutaciones son 
las más comunes y constituyen la principal causa de eP familiar de herencia autosó-
mica dominante. Hasta el momento, 7 mutaciones en este gen han sido identificadas 
como causantes de eP tanto familiar como esporádica (revisado en: [47]). G2019s, 
localizada en el dominio kinasa, es la más frecuente y se caracteriza por presen-
tar una penetrancia muy variable y dependiente de la edad y de la etnia, detectán-
dose con mayor prevalencia en pacientes del norte de áfrica y en judíos ashkenazi.

Parece ser que algunas de las mutaciones dan lugar a un aumento de la acti-
vidad kinasa, lo que explicaría la fosforilación de la α-syn y la proteína tau, alte-
rando sus conformaciones y funciones [48]. el fenotipo de los pacientes portado-
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res de mutaciones en LRRK2 es de una eP típica, con un inicio tardío y con buena 
respuesta a l-dopa [49]. algunos estudios recientes han mostrado una fuerte aso-
ciación con la eP [26,50], mientras que otros no han replicado esta asociación, su-
giriendo un efecto más modesto de las distintas variantes genéticas de este gen 
sobre la etiología de la enfermedad [14,16,25].

PARK 9/ATP13A2

el gen atP13a2 codifica para una atPasa lisosomal cuyas mutaciones son cau-
santes de un trastorno recesivo llamado síndrome de Kufor-rakeb que cursa con 
parkinsonismo. recientes investigaciones han identificado mutaciones en este gen 
en sujetos con parkinsonismo de inicio temprano, tanto en homocigosis como en 
heterocigosis [51,52]. el mecanismo por el cual estas mutaciones causan parkin-
sonismo no se conoce completamente, pero parece ser que alteran la estabilidad 
de la enzima favoreciendo su eliminación. como consecuencia, proteínas como la 
a-syn, quedan a la espera de ser degradadas por la vía lisosomal, se acumulan y 
forman agregados.

PARK 11/GIGYF2

el gen GIGYF2 codifica para una proteína implicada en procesos de regulación de 
receptores tirosin-kinasa. Mutaciones en este gen fueron inicialmente relacionadas 
con la eP, aunque estudios posteriores no han sido capaces de replicar esta aso-
ciación [53,54]. Por tanto, no parece que juegue un papel importante en la pato-
génesis de la eP.

PARK 13/Omi/HtrA2

el gen Omi/HtrA2 codifica para una proteasa cuyo mal funcionamiento conduce 
a alteraciones en la morfología mitocondrial provocando disfunción mitocondrial 
[55]. aunque se ha sugerido que mutaciones en este gen son causantes de par-
kinsonismo, [56] su relevancia es cuestionada, ya que se ha visto que en muchos 
casos se encuentran con la misma frecuencia en pacientes y controles.

PARK 14/PLA2G6

el gen PLA2G6 codifica para una proteína de la familia de las fosfolipasas a2 calcio-
independientes, involucradas en rutas lipídicas. recientemente, este gen ha sido re-
lacionado con un tipo de parkinsonismo de heredabilidad autosómica recesiva que 
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cursa con distonía [57]. el fenotipo de estos pacientes es de inicio tardío y buena 
respuesta a levo-dopa. evidencias recientes demuestran que sus mutaciones origi-
nan una pérdida de su función catalítica, sugiriendo la posibilidad de una posible 
implicación del metabolismo lipídico en la patogénesis de la eP.

PARK 15/FBXO7

este gen codifica para la proteína F-box protein 7 (FBXo7). se le ha atribuido fun-
ción de ubiquitín ligasa en el sistema de degradación proteosomal, además de ac-
tuar regulando a parkina en procesos mitocondriales. la pérdida de su función con-
lleva disrupción de la homeostasis proteica. recientemente se la ha relacionado con 
una forma autosómica recesiva causante de parkinsonismo de inicio temprano [58]. 
los pacientes portadores de mutaciones en este gen presentan buena respuesta a 
levo-dopa y alteraciones piramidales.

PARK 17/VPS35

el gen VPS35 codifica para una proteína llamada vacuolar Protein sorting 35 (vPs35) 
que actúa mediando el transporte retrógrado entre los endosomas y el aparato 
de Golgi. Mutaciones en este gen alteran el sistema de tráfico vía endosoma-liso-
soma alterando la homeostasis neuronal. Dos recientes estudios identificaron una 
mutación, la D620n, como causante de una forma de eP autosómica dominante 
en población caucásica [59]. Posteriormente, un estudio multicéntrico determinó 
la frecuencia y patogenicidad de ciertas variantes génicas en distintas poblaciones, 
replicando los resultados anteriores e identificando una implicación de este gen 
en casos esporádicos [60].

PARK 18/HLA

la región Hla localizada en el cromosoma 6 contiene varios genes relacionados con 
el sistema inmune. el gen HLA-DRA codifica para la subunidad alfa de la proteína 
Hla-Dr ii. esta proteína se ancla en la membrana de células presentadoras de an-
tígenos (linfocitos, células dendríticas y macrófagos) y actúa presentando péptidos 
procedentes de proteínas extracelulares a los linfocitos t y regulando la respuesta 
inmune e inflamatoria. un reciente GWas ha demostrado que existe asociación 
genética con la eP esporádica de inicio tardío [61]. este nuevo hallazgo sugeriría 
la importancia de la neuroinflamación y la inmunidad humoral en las rutas bioló-
gicas responsables de la patogénesis de la eP. sin embargo, estudios posteriores a 
menor escala no siempre han descrito resultados concordantes [60,62-64].Por otro 
lado, algunos trabajos mostraron sobreexpresión génica de HLA-DR en lcr y snpc 
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de pacientes con eP [65,66] así como en modelos animales afectados por el neu-
rotóxico MPtP [67].

además, la observación de que los pacientes tratados con aines tengan un riesgo 
45% menor de sufrir la enfermedad, refuerza la hipótesis de que en la eP coexistan 
fenómenos de inmunidad e inflamatorios. en cualquier caso, son necesarios estu-
dios adicionales en distintas etnias para esclarecer el papel de esta región en la eP.

GBA

el gen GBA, localizado en el cromosoma 1, codifica para la enzima ácido-β-glucosidasa, 
comúnmente llamada glucocerebrosidasa, cuyas mutaciones, de heredabilidad auto-
sómica recesiva conducen a una pérdida de su función resultando en una rara enfer-
medad lisosomal llamada enfermedad de Gaucher (eG). las primeras observaciones 
de que algunos pacientes con eG sufrían de síntomas parkinsonianos y que aproxi-
madamente un 25% de ellos tenían algún familiar de primer o segundo grado con 
eP, llevó a los investigadores a estudiar esta proteína en profundidad como posible 
factor de riesgo. se vio que los familiares afectados por la eP eran portadores de 
mutaciones en GBa. algunas mutaciones como la l444P, n370s, e326K y t369M son 
un factor de riesgo frecuente para el desarrollo de eP con una penetrancia mucho 
más baja que las clásicas mutaciones mendelianas. un estudio reciente sugiere un 
riesgo de más del 30 % para portadores de mutaciones en heterocigosis, conside-
rándose uno de los más altos descritos hasta ahora en la eP (revisado en [68]). ac-
tualmente se han descrito más de 300 mutaciones con penetrancia variable, y se ha 
visto que son especialmente frecuentes en judíos de ascendencia ashkenazi.

entre las distintas hipótesis se ha sugerido que algunas mutaciones en GBa 
darían lugar a un plegamiento erróneo de la glucocerebrosidasa, la cual induciría 
disfunción lisosomal y dañaría las rutas autofágicas de degradación proteica favo-
reciendo la agregación de proteínas como la α-syn [69]. el fenotipo de los pacien-
tes es muy variado, y resulta complicado establecer una relación genotipo-feno-
tipo. Generalmente los pacientes con mutaciones en este gen suelen padecer eP 
típica con inicio temprano y disfunción cognitiva asociada [70]. estudiar este gen 
en profundidad supone un gran reto para los investigadores, ya que GBa tiene un 
pseudogen con el que comparte alrededor de un 96 % de homología, por lo que 
la identificación de mutaciones a través de secuenciación resulta particularmente 
complicada y debe hacerse con cautela. 

MAPT

el gen MAPT se localiza en el cromosoma 17 y codifica para la proteína tau aso-
ciada a microtúbulos. existen 6 isoformas de tau que se expresan abundantemente 
en neuronas y juegan un papel fundamental en la organización y el manteni-
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miento de la estructura celular. MaPt fue inicialmente asociado a la patogénesis 
de las llamadas taupatías [71]. Puesto que la eP comparte algunas características 
clínicas con las taupatías, una serie de estudios se encaminaron a determinar la 
relación entre las variantes de MAPT y el riesgo para padecer eP, encontrando 
una correlación positiva [72]. este gen se encuentra en una región de gran des-
equilibrio de ligamiento, es decir, una región que no se segrega de forma inde-
pendiente y aleatoria puesto que su frecuencia de recombinación es baja. se ha 
visto que   engloba dos haplotipos, llamados H1 y H2. se entiende por haplotipo 
el conjunto de loci que se transmiten juntos. varios estudios han proporcionado 
una fuerte evidencia de que el haplotipo H1 del gen MaPt está asociado con 
un elevado riesgo de padecer eP [73,74]. Posteriores GWas y estudios de aso-
ciación genética a menor escala han confirmado esta asociación [14,50,75]. Pa-
rece ser que una fosforilación excesiva de tau provoca su agregación intracelu-
lar en forma de filamentos que se agrupan en ovillos neurofibrilares y producen 
la neurodegeneración. sin embargo el mecanismo por el cual las variaciones co-
munes en MaPt influyen en la eP, una enfermedad en la que los agregados de 
tau son raramente encontrados, está aún por determinar. se ha sugerido que los 
agregados de tau tienden a interaccionar con la α-syn asociándose con un mayor 
riesgo para desarrollar eP. 

GAK

el gen GAK localizado en el cromosoma 4 codifica para la proteín kinasa aso-
ciada a ciclina G (GaK) o comúnmente llamada auxilina-2. interacciona con la 
ciclina G controlando el ciclo celular, juega un importante papel en el tráfico 
vesicular [76], y en la regulación de la respuesta inflamatoria. varias variantes de 
riesgo en este gen se asociaron por primera vez con la eP en un GWas llevado 
a cabo en población caucásica [13]. Dos GWas posteriores [11,61], así como es-
tudios caso-control en población americana [77], europea [78] y asiática [79,80] 
han replicado estos hallazgos. además se ha sugerido que esta proteína podría 
interaccionar con la α-syn en una ruta implicada en la patogénesis de la eP [81]. 
Por otro lado, se ha visto que su expresión génica es distinta en la snpc de pa-
cientes con respecto a controles [82]. si bien otros trabajos se encuentran en 
discordancia [83,84]. 

además de todos los genes abordados en esta revisión, existen muchos otros que 
han sido asociados a la eP por distintos GWas. entre ellos cabe destacar: acMsD, 
stK39, nMD3, stBD1, GPnMB, FGF20, MMP16, stX1B, itGa8, tit2/sYt4, Mccc1/
laMP3, sYt11/raB25, ccDc62/H1P1 y Bst1. el último meta-análisis publicado en 
septiembre de 2014 [85] ha identificado 6 nuevos loci implicados en la eP, entre 
los que cabe remarcar: siPa1l2, inPP5F, Mir4697, GcH1, vPs13c, y DDrGK1. se 
requieren estudios adicionales para poder entender la implicación de cada uno de 
estos genes en la patogénesis de la eP.
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Conclusiones y perspectivas futuras

siendo la eP la segunda enfermedad neurodegenerativa que más afecta a la po-
blación mundial, resulta absolutamente necesario que la investigación médica-clí-
nica invierta recursos dirigidos a dilucidar sus causas complejas y multifactoriales. 
la genética y su tecnología de última generación, nos están aportando nueva luz 
en el esclarecimiento de la etiología de la eP, y la aplicación clínica de los GWas 
no parece estar muy lejos. las variantes genéticas de riesgo podrían ser una po-
tente herramienta en el diagnóstico clínico y diferencial, permitiéndonos por un 
lado identificar a la población con predisposición genética a desarrollar eP, y por 
otro lado caracterizar los distintos fenotipos para entender qué implicaciones clí-
nicas encierra cada variante génica. es posible que existan una serie de variantes 
génicas no lo suficientemente comunes como para ser detectadas por GWas, con 
poca penetrancia como para ser identificadas en estudios de ligamiento en familias, 
o simplemente difíciles de determinar con la tecnología de secuenciación actual.

no obstante, cabe destacar que conforme la generación de datos genéticos está 
aumentando, nuestra capacidad de interpretación del efecto funcional de estas nue-
vas variantes en la patogénesis de la eP está quedando atrás. los análisis funciona-
les forman parte del complemento que todo estudio genético requiere. identificar 
el efecto de cada una de las variantes genéticas en las rutas biológicas involucra-
das en la eP resulta crucial. Por tanto, como resultado de la bibliografía revisada, se 
sugiere la realización de estudios funcionales que nos ayuden a comprender mejor 
la enfermedad, conseguir identificar nuevas dianas terapéuticas y desarrollar trata-
mientos farmacológicos más eficaces.
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capítulo 2

MGMT y CD133 como 
biomarcadores pronósticos 
en pacientes con glioblastoma 
tratados con temozolamida 
y radioterapia

Oliver JA, Melguizo C, Ortiz R, Álvarez P, 
Rodríguez F, Prados J.

Resumen

el glioblastoma multiforme (GBM), el tumor primario más frecuente que afecta a 
las células gliales del sistema nervioso central, se caracteriza por su pobre pronós-
tico con una tasa de supervivencia de 9 a 12 meses. la respuesta a la temozolamida 
(tMz), agente alquilante de elección para este tipo tumoral, no es uniforme, no 
existiendo en la actualidad biomarcadores con valor pronóstico. cD133 es una glico-
proteína transmembrana relacionada con las «cancer stem cells», población celular 
que se caracteriza por ser quimio/radio-resistente. Por otra parte, o6-metilguanina 
Dna metiltransferasa (MGMt), una enzima reparadora de aDn, es capaz de elimi-
nar los grupos alquilo introducidos por la tMz evitando su actividad terapéutica.

nuestro objetivo ha sido analizar ambas moléculas, cD133 y MGMt, como dos 
posibles marcadores pronósticos de glioblastoma. nuestro estudio incluye el análi-
sis de 78 pacientes diagnosticados de GBM y tratados con radioterapia y tMz. se 
determinó el estado de metilación de MGMt y el nivel de expresión proteico de 
MGMt y cD133, realizando una correlación con la supervivencia global y supervi-
vencia libre de progresión de los pacientes.

nuestros resultados demostraron que el estado de metilación del promotor de 
MGMt posee un valor predictivo, mientras que la expresión de MGMt ó cD133 
no se correlaciona con la supervivencia de los pacientes. no se observó ninguna 
asociación entre ambos biomarcadores. nuestros resultados sugieren que el estado 
de metilación del promotor de MGMt en GBM puede ser relevante como biomar-
cador de respuesta al tratamiento en estos pacientes. 

Introducción

EpidEmiología y clasificación

los tumores del sistema nervioso central (snc) son aproximadamente del 2 al 3% 
de todos de los cánceres. estos tumores tienen una incidencia de 14,8 por cada 
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100.000 personas/año y aproximadamente la mitad son histológicamente benig-
nos. las mujeres tienen una incidencia ligeramente superior (15,1/100.000 perso-
nas/año) que hombres (14,3/100.000 personas/años). los tumores malignos del snc 
son la principal causa de muerte por tumores sólidos en niños y la tercera causa 
de muerte por cáncer en adolescentes y adultos [1]. como media estos pacientes 
tienen una supervivencia de 9 a 12 meses [2]. la organización mundial de la salud 
(oMs) clasifica los tumores del snc en varios grados siendo el glioblastoma mul-
tiforme (GBM) el grado más maligno dentro de los tumores astrocíticos (astroci-
toma de grado iv) [3].

altEracionEs gEnéticas

en esta patología, las células gliales localizadas en el cerebro van adquiriendo muta-
ciones/deleciones en los cromosomas 10q, 10p, 9p, 17p and 13q [4] y en los genes 
que codifican para las proteínas: epidermal growth factor/receptor (eGF/r), mouse 
double minute 2, 3 (MDM2), platelet-derived growth factor/receptor (PDGF/r), dele-
ted in colorectal cancer tumor suppressor gene (Dcc), las proteínas gen tumor su-
presoras: p16 y tP53, phosphatase and tensin homolog (Pten) [5] y rb [6] entre 
otras. además estos cambios van acompañados de alteraciones epigéneticas en 
el aDn de genes específicos como proteínas tumor supresoras (inK4a, inK4B, 
aPc), enzimas (GstP1, MGMt, DaPK1), receptores (rarB), proteínas asociadas a 
la muerte celular programada (DaPK1), adhesión celular (cDH1) y reguladoras de 
cinasas (ccnD2), aumentando de este modo la complejidad de la patología y las 
posibles dianas para nuevos tratamientos [7]. 

sintomatología

los pacientes con esta patología llegan a los centros hospitalarios con una sinto-
matología que abarca desde déficits focales, crisis epilépticas o síntomas de hiper-
tensión intracraneal [8] hasta cefaleas de carácter matutino, crisis comiciales, alte-
ración del nivel de conciencia, náuseas y vómitos [2].

diagnóstico

el diagnóstico inicial se basa en el estudio por imagen mediante resonancia 
magnética nuclear (rMn) con contraste (gadolinio) y tomografía axial compu-
tarizada (tac), siendo necesario para el diagnóstico definitivo el estudio histo-
lógico, ya que existen gran variedad de lesiones con características radiológicas 
similares [9, 10].
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tratamiEnto

a pesar de no existir un tratamiento óptimo para GBM, siempre que sea posible, 
se aplica la exéresis quirúrgica radical junto con radio-quimio/terapia postoperato-
ria, siendo éstos elementos básicos en el tratamiento [11-13].

el tratamiento quirúrgico va a depender de la localización del tumor, la edad 
del paciente y el grado de Karnofski. cuando existen varios focos tumorales, el 
área infiltrada es mayor, pudiendo existir grupos de células neoplásicas que los 
unan. en estos casos la resección tumoral es más compleja. con la resección 
se consigue tejido para el diagnóstico histológico, se reduce la presión intracra-
neal y se consigue la citorreducción del tumor, lo cual facilita su posterior tra-
tamiento [1, 13, 14].

en relación a la radioterapia se aplica sobre las lesiones con un margen de 
seguridad [11]. el principal problema que presenta es que induce deterioro cog-
nitivo. a pesar de esto, gracias a los avances en este campo como la radiotera-
pia tridimensional y el uso de colimitadores multicapas que permiten variar la 
intensidad de radiación en diferentes localizaciones han permitido la reducción 
de este problema [1].

en último lugar, una vez realizado el diagnóstico histológico se puede además 
aplicar un régimen de quimioterapia siendo la temozolamida (tMz) el más amplia-
mente utilizado. la tMz es un fármaco alquilante oral de segunda generación con 
alta biodisponibilidad, rápida absorción y un favorable perfil de toxicidad no acu-
mulable. su principal función como agente alquilante es la introducción de alqui-
laciones en el Dna que generan su fragmentación, parada de la proliferación celu-
lar y dependiendo del estado de p53 apoptosis [15]. en los pacientes con GBM, la 
radioterapia asociada a la temozolamida como tratamiento concomitante y adyu-
vante, mejora la supervivencia de forma significativa en relación a la radioterapia 
aislada [16].

o6–mEtilguanina-adn-mEtiltransfErasa
o mgmt 

la proteína MGMt es una enzima reparadora que tiene como función la elimina-
ción de los grupos alquilo en la posición o6-metilguanina del aDn introducidos 
por agentes alquilantes exógenos entre ellos tMz. su gen se ha observado me-
tilado/silenciado en pacientes con GBM [17] pudiendo favorecer una mejor res-
puesta al tratamiento con agentes alquilantes [17, 18]. Por otra parte, se ha obser-
vado que los agentes alquilantes exógenos como la tMz, son moléculas altamente 
reactivas que causan la muerte celular por alquilación del aDn en la posición o6 
de la guanina. este proceso provoca la rotura de la cadena doble del aDn [15]. 
De este modo, MGMt y tMz, tienen efecto opuesto, la tMz genera el entrecru-
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Figura 1. MGMT como mecanismo de resistencia frente agentes alquilantes. A. 
cuando se expresa MGMt en la muestra tumoral ésta elimina los grupos 
metilo introducidos por la tMz. B. sin embargo, cuando MGMt no se en-
cuentra en el tumor se acumulan los grupos metilo induciendo la apoptosis.

zamiento y rotura de aDn de doble cadena y la enzima MGMt, debido a su acti-
vidad, invierte la alquilación en la posición o6 de la guanina, eludiendo así la for-
mación de los entrecruzamientos letales (figura 1).

Por otra parte, se ha demostrado en la línea celular humana de glioblastoma 
u373MG que la combinación de tMz con radioterapia es el tratamiento más efec-
tivo [19]. a nivel celular, se ha apreciado que además la tMz arresta las células 
entre G2 y M, estado en el cual es más sensible a la radioterapia [20]. el ensayo 
de la eortc (European Organisation for Research and Treatment of Cancer), que 
compara la supervivencia de los pacientes con gliomas tratados con tMz adyu-
vante simultánea con radioterapia, seguida de tMz a dosis de 200 mgr/día du-
rante 6 ciclos, frente a radioterapia sola, ha mostrado eficacia y aumento en la tasa 
de supervivencia [21].
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Figura 2. Estructura molecular de CD133. la proteína cD133 dispone de 5 pasos 
transmembrana y varios sitios de glicosilación. los anticuerpos pueden re-
conocer estos sitios de glicosilación, como el anticuerpo cD133/1, o pue-
den reconocer la región c-terminal en el dominio citoplasmático como el 
anticuerpo ab19898.

glicoprotEína prominina 1 o cd133

cD133 (prominina 1) es un polipéptido de una sola cadena de 865 aminoáci-
dos, con un peso molecular de 92 a 97 kD dependiendo de la isoforma [22,23]. 
el gen cD133 codifica para una glicoproteína con 5 dominios transmembrana 
que presenta un extremo n-terminal extracelular y un extremo c-terminal cito-
plasmático y dos grandes bucles extracelulares con ocho sitios de n-glicosilación 
[22,23] (figura 2). inicialmente, esta proteína de membrana se asoció a las célu-
las madre hematopoyéticas humanas [22,24], y más adelante a células madre neu-
ronales [25-27]. en los últimos años se ha asociado este biomarcador a las can-
cer stem cells en tumores del sistema nervioso central [28], pulmón [29], hígado 
[30], páncreas [31] y colon [33] entre otros. su relevancia ha llevado a la sínte-
sis de anticuerpos contra diferentes regiones, incluyendo la región e3 del domi-
nio extracelular (cD133/1 de Miltenyi) y el dominio c3 en la región citoplasmá-
tica (ab19898 de abcam).
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Figura 3. Modelo jerárquico. según este modelo, únicamente las csc son capa-
ces de diferenciarse y dar lugar a los distintos tipos celulares que confor-
man el tumor y mantener al mismo tiempo la capacidad de autorrenovarse.

la teoría de las Cancer Stem Cells postula que el tumor, en toda su compleji-
dad, emerge a partir de una pequeña porción celular que comparte características 
con las células madre, entre las que están la capacidad de generar todos los tipos 
celulares que forman el tumor, capacidad de autorrenovarse de forma indefinida y 
presentar marcadores específicos propios como cD133 [33]. algunos autores han 
llegado a considerar la carcinogénesis como una organogénesis aberrante [34]. en 
este modelo, una parte de las células que forman el tumor tienen capacidad tu-
morogénica, presentan marcadores de membrana específicos y pueden desarro-
llar los diferentes tipos celulares que se encuentran en un tumor (figura 3) [35].

en las cscs se ha observado que coexisten la división asimétrica, en la cual a 
partir de una csc se obtiene una célula csc y otra célula tumoral no csc (fenó-
meno propio de las células madre de tejido normal) y la división simétrica por la 
cual se obtienen dos cscs a partir de una célula csc. De este modo, en los tu-
mores se observa un mayor número de células cscs que el que cabría esperar de 
células madre no tumorales en tejido normal [36]. Por otra parte, se piensa que 
las cscs tienen un ciclo celular mucho más ralentizado (parecido al de las células 
madre), presumiblemente debido a que se encuentran en una fase tipo G0. todo 



capítulo 2. MGMT y CD133 como biomarcadores pronósticos en pacientes…

encuentros en neurociencias, vol. iii 25

indica que las cscs son una población celular quiescente [37]. Por último, las cscs 
muestran alteraciones en los mecanismos de reparación del aDn como MGMt. es-
tudios previos in vitro, han mostrado que uno de los mecanismos responsables de 
la quimiorresistencia frente a tMz en las csc en GBM es la o6-metilguanina-aDn 
metiltransferasa (MGMt) [38]. además, se ha observado la sobreexpresión de un 
conjunto de transportadores tipo atP-binding cassette (aBc) que actúan frente a 
los fármacos utilizados en la terapia contra el cáncer, lo que favorece su quimio-
rresistencia [39] y se ha asociado a la radiorresistencia, observándose marcadores 
sobreexpresados del tipo de alDH1, BMi1 y tGF-β [40]. además, las cscs se han 
correlacionado con la presencia de células tumorales circulantes que promueven 
la metástasis [41,42]. este conjunto de propiedades sugieren que las cscs son una 
población que favorece la recidiva de la enfermedad y metástasis.

Objetivos

el principal objetivo de nuestro estudio es determinar el valor pronóstico de 
MGMt analizando tanto el estado de metilación y la expresión proteica en pa-
cientes diagnosticados de GBM tratados mediante radioterapia y tMz. además, 
evaluamos la expresión inmunohistoquímica de cD133 analizando si existe asocia-
ción con MGMt y las variables clínicas como la supervivencia global y superviven-
cia libre de enfermedad.

Material y métodos

muEstras

las muestras se obtuvieron del servicio anatomopatológico del Hospital virgen de 
las nieves de Granada y el Hospital de la universidad de sassari (italia), desde 2001 
a 2009. los comités de ética de ambos hospitales aprobaron la recopilación y el 
uso de las muestras de tejido de tumor cerebral humano. De este modo, conta-
mos con muestras de tejido tumoral de 78 pacientes diagnosticados y confirmado 
histológicamente, con una puntuación funcional de Karnofsky (KPs) mayor o igual 
a 60. los pacientes fueron seleccionados independientemente de la extensión de 
la cirugía. todos los pacientes fueron tratados con el mismo régimen que consistía 
en quimiorradioterapia concurrente (2 Gy por fracción, una vez al día, cinco días 
a la semana, 60 Gy dosis total) con tMz concomitante (75 mg/m2 de superficie 
corporal por día durante la radioterapia) seguido por tMz adyuvante (200 mg/m2 
de área de superficie corporal). la supervivencia global (sG) se calculó a partir de 
la fecha del diagnóstico y la supervivencia libre de progresión (slP) se evaluó de 
acuerdo a los criterios de MacDonald [43]. las características de los pacientes se 
resumen en la tabla 1.
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Extracción dE adn, tratamiEnto
con bisulfito y pcr EspEcífica 
dE mEtilación (msp)

se extrajo el aDn siguiendo y de acuerdo con los protocolos estándar ya estable-
cidos. los patrones de metilación de las islas cpG del promotor de MGMt fueron 
determinados mediante el pretratamiento con bisulfito mediante el kit epitect (Qia-
gen), el cual modifica las secuencias no metiladas, pero no las metiladas, transfor-
mando las citosinas en uracilos. la Pcr específica de metilación (MsP) se llevo a 
cabo con los primers específicos para las secuencias metiladas o no metiladas de 
aDn [44]. los primers para la secuencia no metilada eran 5’-tttGtGttttGatG-
tttGtaGGtttttGt-3’ (forward), y 5’-aactccacactcttccaaaaacaaaaca-3’ 
(reverse), y para la secuencia metilada: 5’ tttcGacGttctaGGttttcGc-3’ (forward) 
y 5’-GcactcttccGaaaac GaaacG-3’ (reverse). los productos amplificados de 
Pcr se sometieron a electroforesis en geles de agarosa al 3%, se visualizaron por 
tinción con bromuro de etidio y se examinaron bajo luz ultravioleta.

inmunohistoquímica

Para la tinción inmunohistoquímica se utilizaron los anticuerpos de: santa cruz 
Biotechnology para MGMt (1:50) y abcam para cD133 (1:50). la inmunotinción 
se llevó a cabo mediante el Bond Polymer Refine Detection system de leica. De 

tabla 1. Características de los paciente (n = 78).

Edad (años)  rango 24–81
 media 56

Sexo Hombre 42 (53.8%)
 mujer 36 (46.1%)

Localización del tumor frontal 20 (25.6%)
 parietal 13 (16.6%)
 temporal 13 (16.6%)
 occipital 11 (14.1%)
 más de un lóbulo 21 (26.9%)

Duración de los síntomas antes del diagnóstico < 3 meses 60 (76.9%)
 ≥ 3 meses 18 (23.1%)

Puntuación de la escala de Karnofsky  ≥ 60 78 (100%)
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este modo, los bloques de parafina más representativos fueron cortados en series 
consecutivas. Para la inmunotinción se utilizó el Microprobe Immuno/DNA stainer 
de Fisher scientific. las secciones se desparafinaron en xileno y se trataron con 
0,3% de peróxido de hidrógeno para bloquear la peroxidasa endógena. las sec-
ciones se lavaron con solución fosfato-salina y después se incubaron con los an-
ticuerpos primarios durante una hora y con los secundarios durante 8 min. el 
cromógeno diaminobencidina (DaB) se utilizó para la visualización del complejo 
activado a través de un precipitado marrón. como contratinción se utilizó la he-
matoxilina dando coloración azul en los núcleos celulares. las lecturas se toma-
ron de forma automática con el sistema acis iii de DaKo verificándose por dos 
patólogos. el porcentaje de tinción de las células tumorales se consideró como 
+/- (<10% de las células marcadas), + (10% a 25% de las células marcadas), ++ 
(25% a 50% de las células marcadas), +++ (> 50% de las células marcadas). Para 
el análisis estadístico se definió como +/- y + como grupo de baja expresión y 
++ y +++ como de alta expresión.

análisis Estadístico

las curvas de supervivencia libre de progresión (slP) y supervivencia global (sG) 
se generaron mediante el método de Kaplan-Meier y se compararon con la prueba 
de log-rank. las tablas de contingencia se analizaron por χ2 y la prueba exacta de 
Fisher. todos los cálculos se realizaron utilizando el software estadístico sPss, ver-
sión 15.0. la significación estadística se fijó en el nivel de p <0,05.

Resultados

Estado dE mEtIlacIóN dEl promotor
y ExprEsIóN protEIca dE mgmt

tanto el estado de metilación del promotor de MGMt como su expresión pro-
teica se determinaron en 76 de la 78 tumores (97,4%). la metilación del promo-
tor de MGMt se detectó en el 44,7% (34/76) de las muestras de GBM analizadas 
por MsP (figura 4a). respecto a la expresión proteica de MGMt (figura 4B): 11 
(14,5%) casos mostraron +/-, 31 pacientes (40,8%) presentaron +, 19 (25%) ++ 
y 15 (19,7%) casos +++. Para el análisis de correlación entre el estado de me-
tilación del promotor de MGMt y la expresión de la proteína MGMt, los pa-
cientes se clasificaron en pacientes con biopsias con baja expresión (42, 55,3%) 
y alta expresión (34, 44,7%) de MGMt. Dentro de los 42 tumores con el pro-
motor de MGMt no metilado, 22 (52,4%) mostraron baja expresión de MGMt 
y 20 (47,6%) mostraron alta expresión, mientras que, dentro de los 34 tumores 
con el promotor de MGMt metilado, 20 (58,8%) mostraron baja expresión y 14 
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Figura 4. Estado de metilación del promotor y expresión proteica de MGMT en 
pacientes con GBM. A) imagen representativa de la Pcr específica de me-
tilación para el promotor de MGMt. cabe destacar que los pacientes 1 
y 2 no presentan metilación del promotor de MGMt ya que no mues-
tran amplificación en el carril M a diferencia del resto de pacientes anali-
zados en la imagen. M, methylated, uM, unmethylated. B) Fotomicrografías 
representativas ilustrando: a) muestras de GBM con tinción positiva para 
MGMt mostrando la formación de precipitado marrón en el núcleo celu-
lar. b) muestras con tinción negativa de GBM (20x). Figura modificada de 
Melguizo et al. [45].

(41,2%) mostraron alta expresión de MGMt. De este modo, no observamos co-
rrelación entre la expresión proteica de MGMt y el estado de metilación del 
promotor de MGMt.
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ExprEsIóN dE la protEíNa cd133.

la expresión proteica de cD133 se pudo evaluar en 75 de los 78 pacientes (96,2%). 
Dentro de las 75 muestras evaluadas 15 (20%), 26 (34,7%), 27 (36%) y 7 (9,3%) 
mostraron los valores +/-, +, ++ y +++ respectivamente (figura 5). Para analizar si 
existe asociación entre la expresión proteica de MGMt y cD133 se agruparon los 
pacientes con baja expresión (41, 54,7%) y alta expresión (34, 45,3%). no observa-
mos correlación entre la expresión proteica de MGMt y cD133.

Figura 5. Fotomicrografía representativa. a) muestras de GBM con tinción posi-
tiva para cD133 y b) muestras con tinción negativa de cD133 (20x). Po-
demos destacar que en este caso cD133 no presenta tinción nuclear ni 
citoplasmática marcando solo la región de la membrana plasmática de las 
células positivas (modificada de Melguizo et al. [45]).

INfluENcIa dEl Estado dE mEtIlacIóN
dEl promotor mgmt, ExprEsIóN protEIca
dE mgmt y cd133 EN la supErvIvENcIa gloBal.

el análisis estadístico mostró una correlación significativa entre la sG y el es-
tado de metilación del promotor de MGMt (figura 6). De este modo, la sG media 
en los pacientes de GBM con el promotor de MGMt metilado fue significativa-
mente superior a los pacientes con el promotor de MGMt no metilado siendo de 
19 meses (intervalo de confianza (i.c.) del 95%: 9,6 a 28,4 meses) y 13 meses (ic 
del 95%, 10,5 a 15,4 meses) respectivamente (p = 0,031).

Por el contrario, la sG no mostró diferencias estadísticamente significativas al 
utilizar las curvas de Kaplan-Meier entre los pacientes con alta y baja expresión 
proteica de MGMt (log-rank test, p = 0,894). la media de la sG de los pacien-
tes con alta expresión proteica de MGMt fue de 12 meses (ic del 95%, 8,8 a 15,2 
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meses) y de 13 meses en los pacientes con baja expresión de MGMt (ic del 95%, 
8,1 a 17,9 meses).

Por otra parte, al analizar la expresión proteica de cD133, no observamos 
diferencias significativas entre los tumores con alta y baja expresión (log-rank, 
p = 0,787). De este modo, los pacientes con alta expresión de cD133 tenían 
una sG de 14 meses (ic del 95%, 9,1 a 18,9 meses) y de 13 meses (ic del 95%, 
6,1 a 19,8 meses) en pacientes con baja expresión proteica de cD133 (log-rank, 
p = 0,787).

INfluENcIa dEl Estado dE mEtIlacIóN
dEl promotor mgmt y ExprEsIóN 
dE la protEíNa mgmt y cd133 
EN la supErvIvENcIa lIBrE dE progrEsIóN

al analizar el valor pronóstico del estado de metilación del promotor de MGMt 
en la slP apreciamos mediante las curvas de Kaplan-Meier que la slP fue de 8 
meses (ic del 95%, 4-12 meses) en los pacientes con el estado del promotor de 
MGMt metilado y de 6 meses (ic 95%, 2.6 a 9.4 meses) para los pacientes con 
el promotor de MGMt no metilado mostrando diferencias significativas en ambas 
poblaciones (log-rank, p = 0,036) (figura 7). Por el contrario, no observamos di-
ferencias significativas en la slP entre los pacientes con baja y alta expresión pro-

Figura 6. Curvas de Kaplan-Meier entre supervivencia global y estado de metilación 
del promotor de MGMT. Modificada de Melguizo et al. [45].
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teica de MGMt apreciando una slP media de 7 meses (ic 95%, 5.2 a 8.8 meses) 
en los pacientes con alta expresión proteica de cD133 y de 8 meses (ic 95%, 6.7 
a 9.3 meses) en los pacientes con alta expresión proteica de cD133 (p = 0,118).

Discusión

a pesar de los numerosos intentos de encontrar nuevas terapias más efectivas con-
tra el GBM, la tMz combinada con radioterapia tras la resección tumoral sigue 
siendo la terapia más efectiva. nuestros resultados muestran el valor pronóstico del 
estado de metilación de MGMt tanto para la supervivencia global como la super-
vivencia libre de progresión tras el tratamiento combinado de tMz con radiotera-
pia. estudios previos [46] han observado una fuerte correlación entre el estado de 
metilación del promotor de MGMt y el efecto de la tMz como tratamiento, lo 
que permite confirmar los resultados previos que correlacionaban la inactivación 
de MGMt y la respuesta clínica a agentes alquilantes [44,47]. a pesar de esto, cri-
niere et al. [48] mostraron que mientras que el estado de metilación del promotor 
de MGMt no tenía impacto en la supervivencia global de los pacientes con GBM 
tratados con agentes alquilantes, sí tenía un impacto en los tratados con quimio-
radioterapia, lo que podría sugerir que el valor pronóstico del estado de metila-
ción de MGMt depende de la modalidad terapéutica que recibe el paciente. De 
hecho, Weller et al. [49] analizaron los pacientes con GBM tratados con radiotera-

Figura 7. Curvas de Kaplan-Meier entre supervivencia libre de progresión y estado 
de metilación del promotor de MGMT Modificada de Melguizo et al. [45].
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pia, con quimioterapia y con ambos mostrando que únicamente el estado de me-
tilación tuvo valor pronóstico para la sG y la slP únicamente en los pacientes tra-
tados con radioterapia y tMz concomitante. 

en el lado opuesto, existen varios estudios que exponen que el estado de meti-
lación del promotor del gen MGMt no es un factor pronóstico fiable en respuesta 
a agentes alquilantes en GBM [50]. Por ejemplo, en el estudio de Yachi et al. [51] 
no se pudo establecer la correlación supervivencia versus MGMt en un mayor nú-
mero de pacientes y mostraron que ni a nivel de estado de metilación ni inmuno-
histoquímico tenía implicaciones pronósticas en los pacientes con GBM.

Por otra parte, analizamos la relación entre la expresión proteica y el estado 
de metilación del promotor MGMt. nuestro estudio a pesar de realizarse me-
diante inmunohistoquímica con cuantificación digital para evitar la variabilidad 
del observador [52] mostró claramente que no hay correlación entre ambas va-
riables moleculares apoyando los resultados observados por otros autores [53,54]. 
esto lleva a cuestionar la idea de que la regulación del gen MGMt depende ex-
clusivamente de su estado de metilación. en esta dirección, hay autores que pre-
sentan datos al respecto mostrando discordancias entre el estado de metilación 
del promotor MGMt y los niveles de expresión de arnm [55]. todo esto sugiere 
que el proceso de regulación de MGMt es algo más complejo de lo que se había 
pensado inicialmente. respecto a esto, ya hay estudios que profundizan y anali-
zan los distintos patrones de metilación en MGMt tanto a nivel de secuencia-
ción como de MsP [56,57].

respecto a cD133 es un marcador utilizado ampliamente para el marcaje de 
csc en GBM [26]. esta pequeña porción celular se ha asociado a la resistencia del 
tumor frente a tratamientos como la quimioterapia y radioterapia [38,58], de este 
modo, la hipótesis inicial planteada era que el resultado clínico está inversamente 
asociado con la presencia de csc cD133+. sin embargo, nuestros resultados mues-
tran que el valor pronóstico tanto para la sG como para la slP en esta población 
es nulo. la metodología usada en los distintos estudios es muy diversa observando 
estudios que analizan cD133 mediante Pcr cuantitativa, inmunohistoquímica o ci-
tometría. varios ejemplos analizan la expresión proteica de cD133 en tumores glia-
les del sistema nervioso central [59-61], asociándola con un mal pronóstico. otros 
autores mostraban evidencias de que el fenotipo cD133+ se correlacionaba con 
la quimioradiorresistencia y supervivencia en pacientes con GBM [62]. en el lado 
opuesto, varios autores defienden que la alta expresión de cD133 se asocia a un 
mejor pronóstico en GBM [63,64]. en este contexto, nuestro estudio aporta más 
pruebas a que cD133 no tiene ninguna incidencia en el valor pronóstico de los 
pacientes con GBM como en el estudio de Kim et al. [65]. 

estudios previos in vitro, han mostrado que uno de los mecanismos res-
ponsables de la quimiorresistencia frente a la tMz en las csc (cD133+) en 
GBM es la o6-metilguanina-aDn metiltransferasa (MGMt) [38]. nuestro estu-
dio no ha observado asociación entre MGMt y cD133 en ninguna de sus va-
riables moleculares.
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Conclusiones

 1. tanto la supervivencia global como la supervivencia libre de enfermedad se 
correlacionan significativamente al estado de metilación de MGMt, pu-
diendo observar que los pacientes de GBM con el promotor de MGMt 
metilado tienen una supervivencia global y libre de progresión superior a 
los pacientes con el promotor de MGMt no metilado.

 2. en la población de estudio analizada, cD133 no tiene ninguna influencia en 
la supervivencia libre de progresión.

 3. Finalmente, no observamos ninguna asociación significativa entre cD133 y 
el estado de metilación o expresión proteica de MGMt.
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capítulo 3

Influencia de la proteína MGMT 
y el sistema de reparación 
de errores MMR en la 
resistencia al tratamiento 
con TMZ en pacientes 
con Glioblastoma Multiforme
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Resumen

el Glioblastoma multiforme (GBM) es el tumor astrocítico más común en la po-
blación adulta, con una supervivencia global inferior al año y una progresión rá-
pida de la enfermedad. el tratamiento inicial se basa en la cirugía, tras la cual se 
somete al paciente a radioterapia y quimioterapia adyuvante con la temozolamida 
(tMz) como fármaco de elección. a pesar que el uso de este quimioterápico  su-
puso  un avance en  el tratamiento del GBM, existen pacientes en los que no me-
jora el pronóstico y desarrollan un mecanismo de resistencia al mismo.

numerosos estudios apuntan hacia una relación entre la proteína metil-gua-
nina-o6-Dna metiltransferasa (MGMt) y la resistencia a la tMz. aunque los 
estudios hasta ahora se centraban únicamente en esta proteína reparadora, re-
cientemente se están estudiando diferentes mecanismos de resistencia, como es 
el sistema de reparación de errores (MMr), que podrían estar relacionados con 
el fenómeno de resistencia al tratamiento con tMz. el objetivo de este trabajo 
ha sido analizar y agrupar los últimos conocimientos y avances en el estudio 
de resistencia a la tMz, mediada tanto por la proteína MGMt como por el sis-
tema MMr.

Introducción

los tumores del sistema nervioso central (snc) representan el 2-3% del total de 
las neoplasias en adultos. el Gliobastoma multiforme (GBM) es el tumor cerebral 
primario más frecuente (Figura 1) y maligno de entre todas las neoplasias de la 
glía [1]. la tasa de supervivencia de los pacientes con GBM es de 9 a 12 meses 
de tal manera que desde el diagnóstico solo un 3% de los pacientes sobrevive 5 
años [2]. la baja supervivencia es consecuencia de ciertos factores de riesgo que 
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Figura 1. Distribución de los tumores primarios de Cerebro y Gliomas del sistema 
nervioso central por subtipos histológicos. (n=90,828). Figura obtenida de [1].

incrementan la agresividad del tumor y por tanto afectan a la supervivencia glo-
bal del paciente. 

la organización Mundial de la salud (oMs) clasifica los tumores del sistema 
nervioso en cuatro grupos dependiendo de su agresividad y malignidad. el GBM 
se encuentra dentro del grado iv, caracterizado por incluir lesiones de creci-
miento rápido, anaplasia muy pronunciada, tendencia a la necrosis y, en general, 
está asociado con evolución pre quirúrgica y posquirúrgica rápida de la enfer-
medad y alta tasa de mortalidad. los síntomas presentados por estos pacientes 
se pueden dividir en dos grupos. en primer lugar están aquellos síntomas cau-
sados por un aumento de la presión intracraneal, siendo las cefaleas el síntoma 
inicial y más común en más del 50% de todos los pacientes con glioma cerebral, 
y en segundo lugar están los síntomas causados por la localización del tumor. 
estos se producen en mayor medida por la destrucción e irritación del parén-
quima cerebral, estando los efectos asociados al área afectada [3]. el 75% de los 
pacientes con oligodendroglías y el 65% de los pacientes con gliomas presentan 
crisis comiciales, siendo esta la segunda manifestación clínica más frecuente en 
el momento del diagnóstico. 

el diagnóstico inicial de glioblastoma se basa en pruebas de imagen radioló-
gicas, los estudios mediante tomografía computarizada (tc) y resonancia mag-
nética nuclear (rMn) para determinar la localización y extensión de la lesión, 
así como su relación con las estructuras adyacentes [4]. además se realiza un 
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estudio histológico del tumor mediante el uso de técnicas poco invasivas como 
son la búsqueda de marcadores tumorales o células malignas en el líquido cefa-
lorraquídeo, aunque en los casos donde es posible es conveniente obtener una 
muestra de tejido tumoral.

el tratamiento del GBM está basado en la cirugía, la radioterapia y la quimio-
terapia. la cirugía es clave para el tratamiento de los gliomas, ya que por un lado 
permite obtener una muestra para el diagnóstico histológico, y por otro lado re-
duce la masa tumoral. se obtiene así, una reducción inmediata de la presión in-
tracraneal lo que permite una mejor acción de los tratamientos posteriores como 
son la radioterapia y la quimioterapia. existen estudios que ponen de manifiesto 
que el volumen de resección del tumor influye en la supervivencia frente al mismo 
[5–7]. tras la cirugía se somete al paciente a radioterapia y quimioterapia con la 
temozolamida (tMz) como quimioterápico adyuvante, incrementando significati-
vamente la supervivencia de los pacientes [8]. la temozolamida es un agente al-
quilante de segunda generación, de administración oral con un 100% de biodispo-
nibilidad por esta vía en un tiempo máximo de 90 minutos [9]. la preferencia de 
la tMz por tejido tumoral puede ser explicable debido al pH del entorno cance-
rígeno. la tMz es muy estable al pH ácido del estómago aunque una vez en con-
tacto con el pH básico de la sangre y de los tejidos, espontáneamente, se hidro-
liza dando lugar al metabolito activo, el monometiltriazeboimidazolcarboxamida 
(Mtic). este no penetra bien en el cerebro, así que rápidamente se rompe para 
formar el ión reactivo metildiazonio [10]. el pH del tejido tumoral es más alto 
en comparación con el tejido cerebral circundante, por lo que esta activación de-
pendiente de pH está favorecida, pudiendo dar lugar a una terapia dirigida [11]. 
el mecanismo de acción de la temozolamida consiste en inhibir la replicación del 
aDn. Durante la transformación a su metabolito activo (Mtic) se produce un 
proceso oxidativo con formación de un inestable metildiazonio, que es rápida-
mente escindido en nitrógeno molecular (n2) y un ion carbonio cH3

+ que actúa 
como elemento “alquilante”. este ion carbonio provoca la metilación de algunas 
bases del aDn (fundamentalmente la guanina). además, en el proceso oxidativo 
que conduce a la activación del fármaco puede formarse otros radicales libres ca-
paces de provocar degradación del aDn e incluso roturas a nivel cromosómico. 
estas lesiones conllevan a la detención de la célula en la fase G2-M, y en última 
instancia, a la muerte celular.

a pesar de lo prometedor del tratamiento, existen pacientes en los que se dan 
recidivas o progresiones del tumor, creándose una resistencia frente al mismo. esta 
resistencia puede darse por múltiples factores entre los que se encuentran los sis-
temas de reparación del Dna. estos sistemas son los encargados de mantener la 
integridad del genoma neutralizando los múltiples e intensos daños en el Dna que 
son producidos por agentes físicos y químicos, por lo que son capaces de repa-
rar el Dna dañado por el agente alquilante utilizado para tratar estos tumores, la 
tMz. entre estos mecanismos se encuentran la proteína MGMt y del sistema de 
reparación de errores MMr que pasaremos a explicar con más detalle. 
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MGMT

MGMt (o6-alkylguanine-Dna-alkyltransferasa) es una proteína reparadora del Dna 
que protege al genoma de la célula de los efectos mutagénicos de los agentes al-
quilantes como la tMz (9). el gen que codifica la proteína MGMt está situado en 
el cromosoma 10 y está regulado epigenéticamente mediante procesos de metila-
ción de su promotor. cuando las regiones cpG del promotor de MGMt se encuen-
tran sin metilar la polimerasa se une dando lugar a la expresión de la proteína. sin 
embargo, cuando las regiones cpG del promotor se encuentran metiladas la poli-
merasa no encuentra sitios de unión y por tanto no dará lugar a la proteína, pro-
duciéndose un silenciamiento de la misma (figura 2) [12].

Figura 2. Representación esquemática de la distribución de la metilación 
 en células normales y tumorales.

en las células humanas, MGMt tiene una expresión constitutiva aunque varia-
ble en algunos tejidos y su función es la reparación del Dna eliminando residuos 
alquilantes introducidos a nivel del átomo o6 de la guanina ,provocados por la 
acción de agentes alquilantes como la tMz. el mecanismo de reparación mediado 
por MGMt consiste en una transferencia de estos grupos alquilantes a un sitio ac-
tivo interno representado por un residuo de cisteína en la secuencia de aminoáci-
dos de la proteína. esta transferencia inactiva de forma irreversible la molécula de 
MGMt, por lo que a esta proteína también se la denomina enzima suicida no pu-
diendo ser reutilizado el MGMt y debiendo ser resintetizado de novo por las cé-
lulas [13,14] (Figura 3).
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numerosos estudios han observado una correlación entre los niveles de MGMt 
y el nivel de respuesta a la quimioterapia con tMz, sugiriendo que los niveles de 
MGMt se podrían usar como un factor predictivo de la respuesta al tratamiento, 
pudiéndose seleccionar aquellos pacientes que tuvieran más probabilidades de be-
neficiarse de la quimioterapia con fármacos alquilantes, evitando así a los pacien-
tes someterse a un tratamiento con una baja probabilidad de éxito y con una gran 
número de efectos secundarios adversos. en los estudios de Brandes y cols., [16] 
sobre 103 pacientes con GBM se concluyó que aquellos pacientes que presentaban 
metilación en el promotor de MGMt presentaban una media de supervivencia de 
46 meses frente a los 17 meses que presentaban aquellos pacientes sin metilación 
en el promotor de MGMt, así como que la metilación, en los pacientes sometidos 
a radioterapia y tMz seguido de administración adyuvante de tMz, era un factor 
pronóstico independiente para la supervivencia global y la supervivencia libre de 
enfermedad en estos pacientes. Weller y cols., en 2009 [17], analizaron 189 pacien-
tes tratados con radioterapia y temozolamida en los que la metilación de MGMt 
también fue un factor pronóstico significativo mejorando la supervivencia de los 
pacientes de 6,8 meses a 12,5. el estudio de spiegl-Kreinecker y cols., [18], demues-
tra un incremento en la supervivencia de 20 meses en aquellos pacientes que no 
expresan MGMt frente a aquellos en los que si se expresa, cuando los dos grupos 
de pacientes se someten a un tratamiento con tMz. 

sin embargo, a pesar de que estos estudios demuestran una mejor evolución 
en pacientes que presentaban silenciamiento epigenético del MGMt, existen otros 
trabajos en los que se pone de manifiesto que esta correlación no se cumple en 
todos los casos, como en el estudio de Hegi y cols., [19] donde no todos los pa-
cientes con GBM con metilación del promotor de MGMt respondían satisfacto-

Figura 3. Mecanismo de reparación del ADN por el enzima MGMT. Modificado 
de [15].



Perazzoli G, ortiz r, PraDos J, álvarez PJ, caBa o, caBeza l, MelGuizo c

 42

Figura 4. Reparación de apareamientos erróneos humano. Modificado de [15].

riamente al tratamiento. estos resultados contradictorios obtenidos podrían indicar 
que la enzima de reparación MGMt puede no ser el único mecanismo de repara-
ción del aDn involucrado en la respuesta al tratamiento con agentes alquilantes 
en los pacientes con glioblastoma, dando pie al análisis de otros mecanismos im-
plicados en la reparación del Dna, como el sistema MMr. 

MMR

el sistema de reconocimiento de errores MMr está implicado en múltiples proce-
sos celulares como son la regulación del ciclo celular, la apoptosis dependiente de 
p53, la estabilidad genética y además en el reconocimiento y reparación de aque-
llos errores producidos durante la replicación de Dna y que no han sido repara-
dos por las polimerasas [20]. 

el sistema MMr está compuesto por varias subunidades que se unen formando 
heterodímeros para realizar su función. el mecanismo de reparación del Dna por 
el sistema MMr consta de varias etapas consecutivas [21] (figura 4). la primera 
etapa consiste en el reconocimiento y unión del error. esta etapa se lleva a cabo 
por las subunidades MsH2-MsH6 o MsH2-MsH3 dependiendo del tipo de error 
que se reconozca. este heterodímero, recluta al complejo MlH1-PMs2 con quien 
forma un complejo terciario el cual recluta las proteínas necesarias para produ-
cir un gap. la segunda etapa consiste en la escisión llevada a cabo por la exonu-
cleasa eXo1, tras la cual se llega a la tercera etapa consistente en la reparación y 
ligación por la ligasa liG1 [15].
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cuando el daño no puede ser reparado el sistema MMr conduce a la célula 
hacia un punto de control y posteriormente la célula entra en un proceso de 
muerte celular. actualmente no está claro cómo se inicia este punto de control 
existiendo varios mecanismos que pretenden explicarlo. uno de ellos consiste en 
generar ciclos de reparación del Dna repetitivos tras los cuales la hebra acabaría 
dañada generando una rotura en la doble hélice, ejerciendo un efecto citotóxico 
sobre la célula. en este mecanismo MMr ejercería una acción indirecta. en cam-
bio hay otros modelos que sugieren una acción directa de MMr, que sería el en-
cargado de reconocer el daño en el Dna y tras esto reclutar proteínas asociadas 
que serian las encargadas de trasmitir una señal para la activación de uno o más 
puntos de control del ciclo celular [22].

en el caso del glioblastoma, en aquellos pacientes con el promotor de MGMt 
metilado, es decir, sin expresión de MGMt, se ha relacionado el tratamiento con 
tMz con una deficiencia en el sistema MMr [23,24]. también se ha demostrado 
en diferentes tipos tumorales que deficiencias en la expresión de los genes que 
forman parte del complejo MMr, sobre todo de los genes MsH2, MsH6 y PMs2, 
podrían explicar las variaciones en la resistencia frente a la tMz entre las dife-
rentes líneas tumorales, con independencia de la expresión basal de MGMt. exis-
ten estudios como el de Yip y cols., de 2009 [25] sobre el complejo MMr, espe-
cialmente sobre el gen MsH6, concluyen en que una bajada de la expresión de 
este gen se correlaciona con un aumento en la resistencia frente a la tMz. otros 
como el de cahill en 2007 [26] asocian resistencia frente a tMz con deleccio-
nes de MsH6. Felsbergen en 2011 [27], determina que existe una disminución de 
la expresión de MMr en glioblastomas recurrentes. además, en estudios recien-
tes se ha demostrado que la expresión de MlH1 está relacionada con recurren-
cia en tumores e incremento de resistencia a tMz en diferentes líneas de glio-
bastoma [28]. Por otro lado, existen trabajos como el de Maxwell y cols., (2008) 
[29] en el que no encuentran una relación entre una ausencia de MMr y la re-
sistencia a la tMz a nivel clínico. 

Conclusiones

Debido a los fenómenos de resistencia farmacológica que están presentes en mu-
chos tipos tumorales, se han realizado numerosos estudios para poder determinar 
cuáles son estos y su mecanismo de acción. en los tumores del sistema nervioso 
central, como es el caso del glioblastoma multiforme, el mecanismo más frecuen-
temente estudiado es la proteína MGMt, proteína reparadora del Dna, pudiendo 
considerarse factor pronóstico al tratamiento. sin embargo, existe una gran con-
troversia con el uso exclusivo de esta proteína como marcador de resistencia, ya 
que existen artículos en los que a pesar de no aparecer esta proteína, no se refleja 
en un incremento de la supervivencia de los pacientes. esta controversia favorece 
que cada vez más en los últimos años aparezcan estudios de otros posibles meca-
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nismos de resistencia, como el sistema MMr, que también parece tener relevancia 
en la resistencia al tratamiento. estos estudios aportan nuevos datos sobre la resis-
tencia en este tipo de tumor, lo que puede abrir al entendimiento de otros meca-
nismos de resistencia aún desconocidos y que pueden estar favoreciendo la apa-
rición de recidivas y el fracaso del tratamiento actual. Por lo tanto, aún no está 
claro que mecanismo de resistencia o en qué medida la combinación de estos me-
canismos es la que produce la resistencia frente al tratamiento, pero cada vez se 
cuenta con más datos y más estudios cuya integración en el futuro permitirá dilu-
cidar posibles dianas moleculares para generar una mayor supervivencia a los pa-
cientes y éxito en el tratamiento.
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capítulo 4

Células madre mesenquimales
de tejido adiposo: Obtención, 
caracterización y diferenciación 
neurogénica

Jiménez-Luna C, Prados J, Berdasco M,
vélez C, Rama AR, Melguizo C

Resumen

existen numerosas enfermedades degenerativas que afectan al sistema nervioso cen-
tral (snc) las cuales albergan no sólo el obstáculo que supone la limitada capaci-
dad de autorreparación del snc, sino además, que en muchos casos las posibilida-
des de tratamiento y curación son escasas. la creciente investigación con células 
madre se postula como una herramienta muy prometedora en este campo.

el tejido adiposo se ha utilizado ampliamente para el aislamiento de células madre 
mesenquimales humanas (hascs) tanto por su facilidad de obtención como por 
su plasticidad. son muchos los estudios que muestran la capacidad de las hascs 
para diferenciarse in vitro, hacia linajes celulares no mesodérmicos como son los 
tipos celulares del sistema nervioso. 

nuestro estudio preliminar se centra en aislar y caracterizar hascs y valorar 
morfológicamente, como una primera aproximación, su diferenciación hacia célu-
las del snc mediante un protocolo de inducción. Hemos aislamos hascs a partir 
de lipoaspirado de grasa, las hemos cultivamos bajo condiciones estándar compro-
bando el inmunofenotipo de la población de hascs mediante el uso de cD73+, 
cD90+, cD105+, cD45–, cD34– y cD133– y hemos usado un protocolo de induc-
ción neurogénica que incluía su exposición a factores de crecimiento.

nuestros resultados muestran que las hascs in vitro expuestas a protocolo de 
inducción adquieren características morfológicas similares a los tipos celulares pro-
pios del snc. este estudio constituye un primer paso en la diferenciación de hasc 
que se continuará con su caracterización molecular y funcional y que podría per-
mitirnos disponer de una nueva herramienta terapéutica para el tratamiento de 
diferentes patologías del snc.

Introducción

el deterioro natural del cuerpo humano, consecuencia de la influencia del am-
biente y del control genético, se traduce en la aparición de diversas lesiones y 
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enfermedades, muchas de las cuales están sometidas a un proceso de degenera-
ción. Dado el incremento notable en la incidencia de enfermedades degenerativas, 
muchas de ellas consecuencia del aumento en la longevidad de la población, el 
trasplante es, en muchos casos, la única salida terapéutica. sin embargo, existen 
numerosas enfermedades degenerativas que afectan al sistema nervioso central 
(snc) las cuales albergan no sólo el obstáculo que supone la limitada capacidad 
de autorreparación de este, sino además, que en muchos casos las posibilidades 
de tratamiento y curación son escasas, ya que, por el momento, el trasplante de 
tejido nervioso es inabordable desde el punto de vista clínico. la creciente in-
vestigación con células madre se postula como una herramienta muy promete-
dora en este campo.

el trasplante de células madre como técnica terapéutica se viene empleando 
desde hace muchos años, siendo el ejemplo más claro el trasplante de células pro-
genitoras hematopoyéticas (tcPHs) o trasplante de médula ósea. en 1949, Jacob-
son y cols. [1] demostraron la recuperación de ratones sometidos a una dosis letal 
de radiación tras la protección del bazo. las experiencias atómicas de Hiroshima y 
nagasaki llevaron al estudio de la asociación entre la radiación y el desorden he-
matopoyético [2]. en 1951, Lorenz y cols. consiguieron restaurar, mediante células 
de médula ósea de otro ratón, la hematopoyesis de ratones irradiados [3]. el pri-
mer intento de tcPHs en humanos (6 pacientes) no tuvo gran éxito [4, 5], aun-
que más tarde, el empleo de tcPHs isólogo restableció la función medular en en-
fermos de leucemia [6]. en 1959, Mathé realiza el primer tcPHs alogénico duradero 
[7]. tras estos primeros pasos y un largo recorrido, se abordó la medicina regene-
rativa en el snc, especialmente tras encontrar localizaciones específicas, en este 
sistema, donde tiene lugar el proceso de renovación celular [8].

en enfermedades neurodegenerativas, el uso de células madre, con su capa-
cidad intrínseca para diferenciarse y autorrenovarse, ha despertado gran interés 
[9]. a pesar del enorme potencial que encierran las células madre embrionarias 
(escs), su uso terapéutico se encuentra limitado por cuestiones políticas y éti-
cas [10, 11]. Por el contrario, las hascs aisladas del propio paciente no presentan 
estos problemas y poseen propiedades autólogas [12]. el tejido adiposo ha sido 
una de las fuentes utilizadas para la obtención de hascs, tanto por su facilidad 
de obtención como por su plasticidad [13-15]. estas células tienen la capacidad 
de diferenciarse, in vitro, hacia tipos celulares de origen mesodérmico (adipogéni-
cos, miogénicos, osteogénicos, condrogénicos) [16-18], sin embargo, son muchos 
los estudios que muestran, además, su potencial para diferenciarse hacia linajes 
no mesodérmicos, como son los tipos celulares del sistema nervioso [19-22]. en 
el año 2000, dos grupos describieron las primeras diferenciaciones neuronales in 
vitro a partir de células de médula ósea [23, 24]. Posteriormente, las investigacio-
nes en este campo se extendieron a células madre procedentes de otros tejidos, 
como es el caso de las hascs [25, 26]. varios estudios han demostrado que los 
protocolos de inducción neuronal químicos son menos eficientes que los basados 
en factores de crecimiento [27]. Kingham y cols. [28] demostraron que las hascs 
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pueden diferenciarse a células de schwann mediante cultivo con factores tróficos 
gliales. Por su parte, Lo furno y cols. [22] diferenciaron hascs hacia neuronas ma-
duras, mediante exposición a un medio en el que habían crecido, previamente, 
células del nervio olfatorio y células de neuroblastoma.

este estudio representa el inicio de una investigación para valorar la eficiencia 
en la diferenciación de hascs humanas hacia células del snc, empleando un pro-
tocolo de inducción específico y analizando los cambios morfológicos provocados 
por el tratamiento.

Material y métodos

aislamiEnto dE células madrE
mEsEnquimalEs y cultivo cElular

tras obtener un consentimiento informado escrito, y de acuerdo con las pautas del 
comité ético del Hospital de nuestra señora de la salud (Granada, españa), se to-
maron muestras de tejido adiposo abdominal, mediante lipoaspirado, de donado-
res sanos con edades comprendidas entre 30 y 55 años. el posterior procesamiento 
del tejido adiposo se realizó, dentro de las cuatro horas posteriores a la interven-
ción, en el laboratorio de cultivo celular del instituto de Biopatología y Medicina 
regenerativa (iBiMer) de Granada (españa).

el protocolo de procesamiento seguido [29] se describe a continuación. toma-
mos 600 ml de tejido adiposo a los que les realizamos 2 lavados con una solución 
de buffer fosfato salino (PBs), centrifugando a 400 x g, durante 10 min, a una tem-
peratura de 4 ºc, con objeto de eliminar los restos de sangre. el tejido fue some-
tido a digestión enzimática mediante incubación con una solución de colagenasa 
tipo i al 0.075% (invitrogen sa) y 1% de albúmina de suero bovina (sigma) prepa-
rada en PBs, previamente filtrada por una membrana de nylon, durante 1 hora a 
37 ºc y agitación constante. una vez finalizado el periodo de incubación, la acti-
vidad enzimática fue neutralizada por la adición de suero bovino fetal (FBs) (invi-
trogen sa) a la mezcla y posterior centrifugación a 400 x g, durante 10 min, a una 
temperatura de 4 ºc. Descartamos el sobrenadante, que contenía las gotas lipídi-
cas y así obtuvimos el botón celular de la fracción vascular estromal. resuspendi-
mos el pellet en medio DMeM suplementado con 10% FBs y 1% de solución de 
antibióticos con 10.000 u/ml penicilina y 10 mg/ml estreptomicina (sigma), y cen-
trifugamos nuevamente a 400 x g, durante 10 min, a 4 ºc. realizamos este paso 
de lavado 2 veces. resuspendimos nuevamente el pellet en medio de proliferación, 
pero en esta ocasión, pasamos la mezcla por un filtro con tamaño de poro 100 
µm para deshacernos de los restos celulares de mayor tamaño. Posteriormente re-
petimos el paso de centrifugación. la fracción celular obtenida se cultivó en fras-
cos de cultivo a una densidad de 1000 células/cm2, en el medio de proliferación 
descrito previamente, a 37 ºc, en una atmósfera húmeda con 5% de co2. tras 24 
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horas de incubación, se realizó el primer cambio de medio con el fin de eliminar 
los eritrocitos residuales. se realizaron cambios de medio cada 3 días hasta que 
el cultivo alcanzó el 70-80% de confluencia, momento en el que se realizaron los 
pases celulares pertinentes. Únicamente las células en pases 5-6 se utilizaron para 
nuestros experimentos.

caractErización dE hascs

una vez establecida la línea celular, y tras mantenerla en cultivo de 3 a 4 semanas, 
comprobamos, mediante citometría de flujo, si exhibían el inmunofenotipo caracterís-
tico de la población de hascs (cD73+, cD90+, cD105+, cD45–, cD34– y cD133–).

difErEnciación nEuronal dE hascs in vitro

una vez que las hascs alcanzaron 70-80% de confluencia se les realizó un lavado 
con PBs, con el fin de eliminar los residuos de suero procedentes del medio de 
proliferación. Para la diferenciación in vitro de las hascs, hacia linajes celulares de 
snc, empleamos un protocolo de inducción neuronal que incluía la incubación 
de las células en presencia de un medio suplementado con distintos factores de 
crecimiento, durante un periodo de 15 días. el medio de diferenciación se basó en 
el descrito por Bae y cols. [30], que incluye el uso de HaM’s F-12 suplementado 
con 1% de solución de antibióticos (10.000 u/ml de penicilina y 10 mg/ml de es-
treptomicina), 20 ng/ml de factor de crecimiento de hepatocitos humano (HGF), 
20 ng/ml de factor de crecimiento endotelial vascular (veGF) y 10 ng/ml de fac-
tor de crecimiento epidérmico (eGF) (sigma). como control negativo se utilizaron 
hascs cultivadas en medio de proliferación. el protocolo de inducción incluyó la 
renovación del medio de cultivo cada 3 días. 

Durante el proceso de diferenciación, realizamos un seguimiento de los cam-
bios morfológicos celulares cada 2 días, los cuales fueron visualizados y fotografia-
dos mediante microscopía óptica, de forma que al final del proceso, fue posible 
realizar una comparación morfológica entre las hascs inducidas y la población ce-
lular considerada como control.

RESULTADOS

aislamiEnto y caractErización dE hascs

las células aisladas a partir de lipoaspirado y cultivadas en medio de proliferación 
durante 3-4 semanas se consideraron hascs, ya que cumplían con los criterios es-
tablecidos por el comité de células madre mesenquimales y de tejido de la socie-
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dad internacional de terapia celular [31]. las hascs mantenidas en condiciones 
de cultivo estándar, con medio de proliferación, presentaron adherencia al plástico, 
mostrando un crecimiento celular en monocapa que adquirió morfología fibroblas-
toide (figura 1a). además, la caracterización mediante citometría de flujo deter-
minó un inmunofenotipo característico de células madre mesenquimales, siendo 
positivas para los marcadores cD73, cD90 y cD105, y por el contrario, negativas 
para los marcadores cD45, cD34 y cD133 (figura 1B).

Figura 1. a) Imagen de microscopía óptica de hASCs en cultivo con medio 
 de proliferación. b) Resultado de la caracterización de hASCs mediante 
 citometría de flujo.

difErEnciación nEuronal dE hascs in vitro

Partiendo de una población homogénea de hascs y tras la aplicación del pro-
tocolo de diferenciación indicado, observamos diferencias comportamentales en 
cuanto a la morfología celular. el proceso de inducción neuronal dio como resul-
tado notables diferencias morfológicas respecto a la población celular empleada 
como control, adquiriendo una morfología celular más estrecha, encontrándose 
procesos ramificados en algunas células y mostrando una disposición del creci-
miento celular en grupos celulares o núcleos, conectados entre sí por numero-
sas prolongaciones celulares (figura 2), alejándose así del tipo morfológico fibro-
blástico propio de las hascs. 

a B
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Discusión

Muchos estudios han demostrado cómo la exposición de las hascs a condiciones 
de cultivo específicas, origina su diferenciación hacia células osteogénicas, adipogé-
nicas, condrogénicas y miogénicas [13, 29, 32, 33], lo que no ha provocado mucha 
controversia debido a que las hascs son de origen mesodérmico [34]. no obstante, 
son numerosas las investigaciones que analizan la capacidad de las hascs para di-
ferenciarse, in vitro, hacia linajes celulares no mesodérmicos, como son las células 
del snc [13, 28, 33, 35], demostrando que las hascs tienen una plasticidad in-
trínseca para diferenciarse hacia tipos celulares propios de otras capas germinales.

nuestro estudio se centra en valorar la eficiencia en la diferenciación de hascs 
hacia células del snc, empleando un protocolo de inducción, sometiendo las cé-
lulas, durante 15 días, a un medio cuya composición incluía distintos factores de 
crecimiento, tales como eGF y veGF, que estimulan la proliferación, in vitro, de cé-
lula derivadas de tejido cerebral [36-40] y HGF, que entre otras funciones, se une 
al receptor de la tirosina kinasa [41], el cual, junto con sus ligandos, se expresa en 
el tejido neural, jugando un importante papel en la supervivencia, diferenciación y 
regeneración de neuronas [30].

es interesante cómo las hascs reaccionaron a dicho medio modificando su 
morfología, adquiriendo un aspecto similar al de tipos celulares propios del snc, 
observándose células más estrechas, la presencia ocasional de ramificaciones y una 
disposición del crecimiento celular en núcleos celulares, conectados entre sí por 

Figura 2. Imágenes de microscopía óptica. a) hASCs en cultivo con medio 
 de proliferación. b) hASCs inducidas tras 15 días en cultivo con medio 
 de diferenciación neuronal.

a B
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numerosas prolongaciones. existen estudios que muestran modificaciones morfo-
lógicas en las hascs inducidas, in vitro, hacia tipos celulares neurogénicos, adqui-
riendo características típicas del linaje nervioso. los experimentos de Tio y cols. [9] 
en células madre mesenquimales procedentes de sangre de cordón umbilical, ori-
ginaron el desarrollo de proyecciones bipolares o multipolares similares a neuritas, 
tras exposición a un medio de diferenciación específico. Chen y cols. [42] demos-
traron, en células madre mesenquimales de origen murino, no sólo la capacidad 
de diferenciación de las células madre mesenquimales hacia neuronas, sino ade-
más, que dicha diferenciación era más efectiva sometiendo a las células a condi-
ciones de microgravedad. otros investigadores, basan sus estudios en este campo, 
en dos pasos de diferenciación, el primero de ellos hacia células madre neurona-
les (nsc) y el segundo hacia la diferenciación final. tal es el caso de Hermann y 
cols. [43], quienes realizaron una primera fase de diferenciación, a partir de células 
madre mesenquimales procedentes de médula ósea, hacia células con característi-
cas moleculares de nsc, las cuales crecieron formando pequeñas esferas flotantes 
(neuroesferas), y una segunda etapa de diferenciación hacia células gliales y neu-
ronas, cada una con sus respectivos medios. 

con todos estos datos, podemos concluir que dada su facilidad de obtención y 
su elevado rendimiento celular, el tejido adiposo podría ser una fuente importante 
de células madre mesenquimales, cuya capacidad de diferenciación hacia múltiples 
linajes celulares las convierten en una instrumento prometedor en el campo de la 
medicina regenerativa. nuestros resultados muestran los primeros pasos en la dife-
renciación de hascs, in vitro, hacia células precursoras de sistema nervioso, lo que 
podría permitirnos esclarecer los mecanismos moleculares implicados en la neuro-
génesis, constituyendo una potencial herramienta terapéutica.

Perspectivas futuras 

este estudio corrobora la plasticidad de las hascs y la adquisición de característi-
cas fenotípicas propias de células de sistema nervioso, previa exposición a medio 
de diferenciación. sin embargo, la notable extensión de ramificaciones por parte de 
las hascs inducidas y el resto de cambios obtenidos a nivel morfológico, no son, 
por sí solos, concluyentes para confirmar la diferenciación neuronal [9, 44-46]. Por 
este motivo, sería recomendable realizar ensayos adicionales, con el fin de deter-
minar si los cambios observados constituyen verdaderos indicios de diferenciación 
neuronal. estudios a nivel molecular y funcional permitirán confirmar la diferencia-
ción neuronal in vitro de las hascs.

el análisis del perfil de expresión génica, mediante Pcr cuantitativa a tiempo real 
(rt-qPcr), es una de las técnicas más empleadas por los investigadores para estu-
diar marcadores moleculares típicos de células nerviosas. en este sentido, Cardozo y 
cols [47] analizaron varios marcadores propios de distintas fases del proceso neuro-
génico, como son el marcador de nsc nestina (nes); marcadores neuronales como 
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la proteína asociada a microtúbulos 2 (MaP2) y la enolasa específica de neuronas 
(nse); o la proteína ácida fibrilar glial (GFaP) típica de astrocitos. sus resultados 
muestran valores de expresión que se correlacionan con las fases de la neurogénesis, 
correspondiéndose positivamente con el grado de diferenciación. Por su parte, Jang 
y cols. [33] advirtieron un aumento de expresión, de genes relacionados con cana-
les iónicos, tras un proceso de diferenciación basado en la exposición a forscolina 
y factor de crecimiento fibroblástico básico (bFGF). Por otro lado, el estudio del es-
tado funcional de las células inducidas mediante la técnica de fijación de membra-
nas (path clamp) permite determinar la conductividad de la membrana, bajo con-
diciones específicas, y en consecuencia el carácter excitable de la célula [43, 48, 49].

Conclusión 

la prometedora herramienta que suponen las hascs en el campo de las terapias 
dirigidas al snc, explica el enorme interés, tanto científico como social, que susci-
tan las investigaciones en esta área. consideramos este trabajo como el inicio de 
un camino, que nos permitirá seguir investigando, hacia el desarrollo de un mé-
todo de obtención y diferenciación neuronal de hascs. esto podría ayudar a abrir 
las puertas a un mejor conocimiento del proceso de neurogénesis y los principales 
cambios que este implica. Dada la complejidad del snc será, sin duda, un desafío 
fascinante intentar dar explicación a cuestiones hoy día sin responder.
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capítulo 5

Genes del eje 
hipotalámico-hipofisario-adrenal
y de la neurotransmisión
serotoninérgica se asocian
con depresión mayor

Ching-López A, Rivera M, Cervilla J,
McKenney K, Molina E, Gutiérrez B

Resumen

la depresión mayor (DM) es un trastorno mental grave, frecuente en población ge-
neral, que para el año 2020 la oMs estima será la segunda causa de discapacidad 
en el mundo. el estudio Granad∑p es un estudio epidemiológico transversal sobre 
salud mental en andalucía cuyo objetivo principal es identificar factores de riesgo 
genéticos y ambientales para DM. en el contexto de dicho estudio, se analizaron 
91 polimorfismos genéticos candidatos para DM y se estudió su posible asociación 
con la enfermedad en la muestra Granad∑p.

la muestra está formada por 711 individuos de la población general adulta de 
la provincia de Granada. todos fueron ampliamente evaluados para variables clí-
nicas, psicológicas, socio-demográficas, de estilo de vida, estrés psicosocial y otros 
factores ambientales. además, se recogió una muestra biológica para su posterior 
análisis genético. se usó el diagnóstico DsM-iv de DM como variable resultado. 
se realizó un análisis de regresión logística asumiendo un modelo genético adi-
tivo para evaluar la asociación entre los snPs (single nucleotide polymorphisms) y 
el diagnóstico de DM. se estableció el umbral de significación en P<0.01 tras co-
rregir por comparaciones múltiples.

un polimorfismo (rs623580) situado en el gen de la triptófano hidroxilasa 1 
(TPH1), una variante intergénica (rs9526236) situada aguas arriba del receptor de 
serotonina 2a (HTR2A) y cinco polimorfismos (rs17689966, rs173365, rs7209436, 
rs110402, rs242924) situados en el receptor 1 de la hormona liberadora de cortico-
tropina (CRHR1), mostraron una tendencia hacia la asociación con DM (P<0.01). los 
haplotipos tatGa y tat de los snPs del CRHR1 se encontraron significativamente 
más representados en casos que en controles (or=1.68; 95%ci: 1.16–2.42, P=0.006).

nuestros resultados parecen apoyar la implicación de los sistemas hipotalámico-
hipofisario-adrenal (HHa) y serotoninérgico en la susceptibilidad genética a la DM. 
serán necesarios estudios futuros con un mayor tamaño muestral para la valida-
ción y replicación de estos hallazgos.
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Introducción

la depresión mayor (DM) es el trastorno psiquiátrico más común, con estimacio-
nes de prevalencia vida que varían del 8 al 12% según diferentes estudios [1, 2]. es 
un trastorno mental grave caracterizado por una tristeza persistente y anhedonia, 
así como por alteraciones en las funciones vegetativas, psicomotoras y cognitivas, 
pudiendo afectar de forma profunda a la capacidad de una persona para funcio-
nar o llevar a cabo actividades cotidianas de la vida diaria [3]. este trastorno es 
responsable de una gran proporción de la discapacidad global y según la organi-
zación Mundial de la salud (oMs), para el año 2020, la depresión será la segunda 
causa más importante de discapacidad en el mundo, solo por detrás de las enfer-
medades cardiovasculares [3, 4].

como han puesto de manifiesto los estudios de familia y gemelos, que repor-
tan estimaciones de heredabilidad que varían del 17 al 75% con una media del 
37%, los factores genéticos juegan, sin lugar a dudas, un papel importante en la 
etiología de la DM [5-7]. Ya que la DM constituye un gran problema de salud 
pública [3], la identificación de los factores genéticos subyacentes ha sido reco-
nocida recientemente como uno de los mayores retos a los que se enfrentan los 
investigadores en este campo [8]. una mejor comprensión de las bases genéticas 
de la DM podría aportar nuevos conocimientos sobre la etiología de dicha enfer-
medad, y guiarnos a la hora de realizar mejores diagnósticos, tratamientos y es-
trategias de prevención.

una de las aproximaciones más utilizadas en la búsqueda de los genes de 
la DM han sido los estudios de asociación genética, especialmente adecuados 
cuando la enfermedad estudiada es de naturaleza compleja, como es el caso 
que nos ocupa. este tipo de estudios tienen más poder que otras estrategias, 
por ejemplo los estudios de ligamiento, para detectar genes de efecto menor 
que probablemente interactúan entre sí y con otros factores de tipo no gené-
tico para perfilar en cada persona un perfil de riesgo único de enfermar [9]. 
normalmente el diseño de los estudios de asociación se corresponde al de un 
estudio caso-control, donde se compara la frecuencia de un posible factor de 
riesgo en personas no emparentadas afectadas por una misma enfermedad con 
la frecuencia observada en personas sanas del mismo grupo étnico, la población 
control. en los estudios de asociación genética el factor de riesgo es siempre un 
marcador o polimorfismo genético normalmente localizado en un gen candidato 
para la enfermedad. si el polimorfismo analizado es significativamente más fre-
cuente en el grupo de enfermos que en el de controles, diremos que existe una 
asociación entre dicho alelo y la enfermedad. los resultados se dan en térmi-
nos de riesgo relativo, como odds ratio (or), una medida estadística que nos 
da idea del tamaño del efecto. en definitiva no es más que una forma de ex-
presar cuántas veces es más probable padecer una enfermedad si se porta el 
marcador que si no se porta.
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los genes candidatos en que se basan estos estudios pueden ser candidatos 
biológicos o posicionales. los primeros son genes relacionados, de forma cono-
cida o hipotética, con rutas metabólicas implicadas en la enfermedad o con la 
síntesis de proteínas diana de fármacos, mientras que los segundos son cual-
quier gen que se localice dentro de una región cromosómica sugerente de estar 
ligada a la enfermedad. De entre los genes candidatos biológicos para DM, des-
taca el gen del transportador de serotonina (SERT o SLC6A4) y, concretamente, 
la variante polimórfica 5HttlPr por ser la más estudiada en estudios de aso-
ciación genética y por tratarse probablemente del polimorfismo asociado a DM 
de forma más robusta. el polimorfismo 5HttlPr (5-hydroxytryptamine trans-
porter gene-linked polymorphic region) se encuentra en el promotor del gen del 
transportador sert y se caracteriza por presentar dos alelos o variantes (alelo 
s y alelo l) frecuentes a nivel poblacional pero con distinta actividad funcional, 
siendo el alelo s el asociado a una menor capacidad transcripcional del gen y 
a un riesgo incrementado para depresión y mala respuesta al tratamiento an-
tidepresivo [10]. 

además, se han reportado otros hallazgos prometedores procedentes de es-
tudios de asociación genética llevados a cabo sobre ese y otros genes candi-
datos. una reciente revisión de Flint & Kendler (2014) muestra que de los casi 
200 genes candidatos para DM estudiados, solo unos pocos generaron resultados 
robustos. esta revisión también incluye un metaanálisis que se centra en 26 de 
esos genes candidatos para DM, de los cuales siete se asociaron de forma esta-
dísticamente significativa con DM (SLC6A4, APOE, DRD4, GNB3, HTR1A, MTHFR 
y SLC6A3) [11].

aunque en sus inicios los estudios de asociación genética se centraron en genes 
candidatos, desde 2007 son los estudios de genoma completo los que han acapa-
rado la atención. a pesar de que se han publicado muchos estudios de asociación 
del genoma completo (GWas) en los últimos años, ninguno de ellos ha identi-
ficado de forma robusta ningún locus nuevo [11]. la falta de resultados conclu-
yentes, sobre todo por la falta de replicación en muestras independientes de ha-
llazgos sugerentes, podría ser explicada, al menos en parte, por una vulnerabilidad 
genética causada por el efecto conjunto de múltiples alelos de efecto menor, di-
fíciles de detectar con una aproximación por GWas, en la que además las mues-
tras estudiadas tienen que ser extraordinariamente amplias y bien caracterizadas. 
De nuevo, emerge como una buena opción, el uso de diseños caso-control en los 
que se teste la asociación de determinados genes candidatos y la enfermedad y en 
los que se repliquen hallazgos previos.

esto es precisamente lo que se hizo en el presente trabajo. en el contexto de 
un estudio epidemiológico sobre trastornos mentales (el estudio Granad∑p), dise-
ñamos un array customizado que contenía 91 polimorfismos tipo snP relevantes 
para DM. los snPs se seleccionaron teniendo en cuenta los genes candidatos clave 
previamente descritos en la literatura por su asociación con DM, nuevos genes de 
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rutas teóricamente importantes y los top hits de los GWas en DM. el objetivo 
de este estudio era evaluar (y replicar en algunos casos) la asociación de esos 91 
snPs candidatos con DM.

Métodos

contExto dEl Estudio y disEño

el estudio Granad∑p es un estudio epidemiológico transversal basado en una mues-
tra relativamente grande representativa de la población adulta que vive en la pro-
vincia de Granada. el Granad∑p se diseñó como un estudio piloto independiente 
dentro de uno de mayor envergadura que se puso en marcha posteriormente en 
toda andalucía (el estudio PisMa-ep). en ambos se usaron los mismos métodos 
de evaluación. los objetivos principales de ambos son establecer las tasas de pre-
valencia de los trastornos psiquiátricos mayores en andalucía e identificar factores 
de riesgo tanto genéticos como ambientales para dichos trastornos.

la recogida de la muestra se llevó a cabo entre octubre de 2011 y diciembre 
de 2012 en la provincia de Granada (N=711). todos los individuos en este estu-
dio fueron seleccionados al azar utilizando la base de datos de usuarios del sis-
tema andaluz de salud (sas), que se estima cubre el 98% de la población. los 
participantes fueron evaluados para variables clínicas, psicológicas, socio-demo-
gráficas, de estilo de vida, estrés psicosocial, y otros aspectos ambientales. los 
participantes que también accedieron a participar en el análisis genético facili-
taron el consentimiento informado específico para donar una muestra de saliva. 
los individuos eran en su mayoría españoles con ascendencia española, aunque 
la nacionalidad española no era un criterio de inclusión y las personas proceden-
tes de otros países europeos con ascendencia europea también fueron incluidos 
en el estudio genético.

el estudio Granad∑p fue aprobado por la “comisión de ética en investigación de 
la universidad de Granada”. la metodología común de ambos estudios, Granad∑p 
y PisMa-ep, ha sido previamente descrita en detalle [12].

la muEstra

la recogida de la muestra se realizó por un muestreo por conglomerados en dos 
etapas con estratificación de las unidades primarias de muestreo dependiendo de 
si eran rurales o urbanas. la ruralidad se determinó según el índice de ruralidad 
de los municipios andaluces [13]. la media del índice de ruralidad para todos los 
municipios de andalucía se tuvo en cuenta para hacer las distinciones entre mu-
nicipios rurales y urbanos.
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en la primera etapa se recogió la muestra en los municipios por muestreo por 
conglomerados con probabilidad proporcional al tamaño (PPt). los clusters se se-
leccionaron con asignación proporcional en cada estrato. el número total de muni-
cipios seleccionados representaba aproximadamente el 15% del total de municipios 
en la provincia de Granada. en la segunda etapa los individuos que constituían la 
muestra se seleccionaron usando un muestreo aleatorio simple.

ochocientos nueve participantes no institucionalizados de la población gene-
ral que vivían en la provincia de Granada accedieron a formar parte del estudio. 
todas las entrevistas se realizaron entre octubre de 2011 y septiembre de 2012. 
Para poder estimar una prevalencia de trastorno mental del 2% con una preci-
sión de ±0.8% para un intervalo de confianza del 95% la muestra se estimó en 
1,176 participantes.

todos los individuos de edades entre 18 y 80 años fueron seleccionados para 
su participación en el estudio, divididos en cuatro grupos de edad. los criterios 
de exclusión fueron: estar fuera del rango de edad, haber vivido menos de un año 
en la provincia de Granada, no ser capaz de comunicarse fluidamente en español, 
estar demasiado enfermo para completar la entrevista, tener diagnóstico de demen-
cia o retraso mental, vivir en una institución (hospital, prisión, etc.), haberse mu-
dado o no vivir normalmente en la dirección proporcionada por la base de datos 
de usuarios del sas, y datos erróneos de dicha base de datos (por ejemplo, direc-
ción incompleta). los participantes excluidos se reemplazaron con otros individuos 
de igual edad, sexo y localización.

caractErización dE la dm

se utilizó la entrevista Mini-internacional neuropsiquiátrica (Mini) [14] para de-
terminar los diagnósticos psiquiátricos en nuestra muestra, según criterios DsM-iv. 
las entrevistas fueron realizadas por psicólogos entrenados y tuvieron lugar en el 
centro de atención primaria del participante o en su casa.

la sección de la entrevista psiquiátrica estaba compuesta por la entrevista 
Mini, que genera diagnósticos DsM-iv y ciDi-10 del eje i para 16 trastornos men-
tales. esta entrevista consiste en una o dos preguntas de screening que se hacen 
a todos los participantes al comienzo de cada sección diagnóstica. a todos los 
que respondían de forma positiva a estas preguntas, se les hacían todas las pre-
guntas de la sección que guiaban a la constatación del diagnóstico específico de 
la misma. la prevalencia de DM se calculó usando la información de la entre-
vista Mini, donde los diagnósticos de los trastornos mentales fueron determina-
dos por sus respuestas sobre los síntomas. en este estudio se utilizó como va-
riable dependiente un diagnóstico DsM-iv compatible con DM, generado por la 
entrevista Mini.
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análisis gEnéticos

 — Selección de SNPs. se seleccionaron 91 snPs para su análisis en este estudio. 
estos snPs fueron elegidos entre los snPs más replicados en estudios pre-
vios de asociación genética en depresión y entre aquellos descritos como su-
gerentes o claramente asociados a depresión en estudios previos de GWas 
publicados entre los años 2010 y 2011. escaneamos las bases de datos pú-
blicas para obtener información general sobre los genes y las variantes po-
limórficas de interés, incluyendo algún etiquetado de haplotipos y snPs po-
tencialmente funcionales, así como marcadores con frecuencia alélica menor 
del 10% (MaF>0.1). esta información fue entonces combinada y comparada 
con la lista de snPs disponible en illumina, inc. (san Diego, ca, usa).

 — Genotipado. Para la obtención de la muestra biológica de cada participante 
se utilizó el kit de recolección de aDn a partir de saliva de oragene (oG-
500; Dna Genotek inc, ottawa, on, canada). la extracción de aDn se 
llevó a cabo utilizando procedimientos estándar. la concentración de aDn 
se midió por absorbancia usando el infinite® M200 Pro multimode reader 
(tecan us inc, research triangle Park, nc, usa).

el genotipado se realizó con el sistema de genotipado taqMan® openarraytM 
(thermo Fisher scientific, Waltham, Ma, usa) siguiendo las instrucciones del fa-
bricante. los datos en crudo obtenidos de este sistema fueron analizados con el 
software taqMan Genotyper v1.2 (thermo Fisher scientific).

se aplicaron criterios estrictos de control de calidad tanto para los snPs como 
para los datos de los individuos. se excluyeron los snPs que presentaban una tasa 
de genotipos perdidos mayor del 1% o mostraron desviación del equilibrio de 
Hardy-Weinberg (P<0.01). los individuos con una tasa de datos genotípicos perdidos 
mayor del 10% o aquellos con ascendencia no europea también fueron excluidos.

tras los procedimientos de control de calidad, 85 snPs y 567 individuos fueron 
incluidos en los análisis estadísticos.

análisis Estadísticos

se calculó el equilibrio de Hardy-Weinberg en la totalidad de la muestra, y en casos y 
controles por separado, usando el programa Plink (http://pngu.mgh.harvard.edu/~purcell/
plink/) [15]. el mismo programa estadístico fue también usado para analizar la aso-
ciación entre DM y los datos de los snPs asumiendo un modelo genético aditivo.

Para corregir por comparaciones múltiples se utilizó el método single nucleotide 
polymorphism spectral decomposition (snPspD), que corrige por la no independencia 
de los snPs en desequilibrio de ligamiento [16]. según este método, el número efec-
tivo de loci de marcadores independientes (Meffli) era 61, y el umbral de significa-
ción del experimento requerido para mantener el error de tipo i al 5% era de P<0.01.
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además, se estimaron frecuencias haplotípicas usando el algoritmo e-M estándar 
y se realizaron tests simples de asociación basados en la distribución de un con-
junto probabilísticamente inferido de haplotipos en individuos con DM y controles. 
se calcularon las ors e intervalos de confianza del 95% (ic) específicos de cada 
haplotipo. Para los análisis de asociación de los haplotipos el nivel de significación 
estadística se estableció en P<0.05. 

el poder estadístico se calculó usando el software Quanto v.1.2.4 (http://bios-
tats.usc.edu/Quanto.html). De acuerdo con tales cálculos, necesitábamos al menos 
67 casos y 505 controles para detectar un efecto genético en un rango de 2 y 5 
con un poder entre el 50% y el 80% (ic de P<0.01) si asumíamos un modelo ge-
nético aditivo, un riesgo de depresión del 0.15 y una frecuencia de los alelos de 
alto riesgo que oscilara desde 0.10 a 0.50. el poder de nuestra muestra aumentaba 
hasta el 80% si considerábamos un ic convencional de P<0.05 y manteníamos el 
resto de ajustes como se describen arriba (tamaño del efecto esperado entre 2 y 
5, prevalencia de depresión fijada al 15% y frecuencias alélicas entre 0.10 y 0.50).

Resultados

la muEstra

De los 1,176 sujetos de la población general que fueron contactados e invitados 
a participar en esta fase del estudio, 711 participantes (305 hombres y 406 muje-
res; edad media±d.s.: 49.7±16.7) proporcionaron consentimiento informado escrito 
y donaron una muestra biológica. la muestra final del estudio constaba de 567 in-

Figura 1. Muestra del estudio Granad∑p y tasas de respuesta
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dividuos (Figura 1), 67 (11.8%) participantes que cumplían criterios para diagnós-
tico de DM (25 hombres, 42 mujeres; edad media±d.s.: 51.25±14.64) y 500 contro-
les (230 hombres, 270 mujeres; edad media±d.s.: 49.34±16.05). en el grupo control 
no había diagnóstico de ningún trastorno psiquiátrico DsM-iv del eje i. las carac-
terísticas socio-demográficas y clínicas de la muestra se resumen en la tabla 1. en 
resumen, aproximadamente la mitad eran mujeres, la edad media estaba en torno 
a los 50 años, más de la mitad de los participantes vivía en áreas urbanas, la mayo-
ría tenían estudios al menos hasta nivel secundario, se encontraban en algún tipo 
de relación estable y estaban desempleados (tabla 1).

variable Frecuencia
Sexo (hombre/mujer) 255 (45%) / 312 (55%)
Edad media 49.6 years (sD 16.8)
Lugar de residencia 

urbano 348 (61.4%)
intermedio 162 (28.5%)
rural 57 (10.1%)

Educación 
analfabeto 102 (18%)
Primaria 215 (37.9%)
secundaria o superior 250 (44.1%)

Estatus civil 
soltero 84 (14.8%)
casado/pareja 420 (74.1%)
viudo 35 (6.2%)
Divorciado/separado 28 (4.9%)

Situación laboral 
empleado 225 (39.7%)
Desempleado 115 (20.3%)
Jubilado 99 (17.4%)
incapacitado para trabajar 17 (3%)
cuidado de la familia u hogar 80 (14.1%)
estudiante a tiempo completo 31 (5.5%)

Depresión mayor (n=567) 
casos 67 (11.8%)
controles 500 (88.2%)

tabla 1. Características Socio-demográficas y Clínicas de la muestra Granad∑p.

los participantes que accedieron a formar parte en el estudio genético no 
se diferenciaban significativamente, en términos de sexo (género femenino 57.1 
vs 54.7%, χ2=0.14, P=0.71), edad media (49.72 vs 52.09 años, t de student=0.57, 
P=0.45), lugar de residencia (χ2=3.87, P=0.14), educación (χ2=7.64, P=0.27), es-
tatus civil (χ2=2.33, P=0.68), situación laboral (χ2=4.10, P=0.54) o prevalencia de 
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DM (10.5 vs 9.4%, χ2=0.09, P=0.77), de aquellos que se negaron a dar una mues-
tra biológica.

análisis dE asociación gEnética

tras los análisis de regresión logística entre los 85 polimorfismos y DM, ninguno de 
los snPs se asoció de forma estadísticamente significativa con DM después de la 
corrección por múltiples comparaciones (P>0.01 en todas las comparaciones). sin 
embargo, 7 snPs (s623580, rs9526236, rs17689966, rs173365, rs7209436, rs110402, 
rs242924) situados en el gen de la triptófano hidroxilasa 1 (TPH1; cromosoma 11), 
una variante intergénica situada aguas arriba del gen del receptor 2a de la 5-hi-
droxitriptamina (serotonina) (HTR2A; cromosoma 13) y el gen del receptor 1 de 
la hormona liberadora de corticotropina (CRHR1; cromosoma 17) mostraron una 
tendencia hacia la asociación, alcanzando niveles convencionales de significación 
estadística (P<0.05).

los resultados de asociación con DM para los 7 top snPs se muestran en la 
tabla 2. la Figura 2 y la tabla suplementaria 1 muestran los resultados de asocia-
ción de los 85 snPs incluidos en los análisis.

tabla 2. Análisis de asociación entre los 7 top SNPs y DM en el estudio Granad∑p.

DM

snP Gen chr
Posición 

(Grch38)
aleloa MaFb or se P-valor

rs623580 TPH1 11 18042430 a/t 0.37 (a) 0.614 0.219 0.026

rs9526236
variante 

intergénica
13 46814392 c/t 0.42 (t) 0.657 0.189 0.027

rs17689966 CRHR1 17 45833089 G/a 0.39 (G) 1.524 0.190 0.026

rs173365 CRHR1 17 45823708 a/G 0.37 (a) 1.526 0.192 0.027

rs7209436 CRHR1 17 45792776 c/t 0.47 (c) 1.540 0.188 0.022

rs110402 CRHR1 17 45802681 G/a 0.46 (G) 1.487 0.190 0.036

rs242924 CRHR1 17 45808001 G/t 0.46 (G) 1.502 0.191 0.033

notas: a) los alelos de riesgo están subrayados. b) el alelo menor están entre paréntesis.
abreviaturas: snP, polimorfismo de nucleótido único; chr, cromosoma; MaF, frecuencia del 
alelo menor; DM, depresión mayor; or, odds ratio; se, error estándar.
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tabla 1s. Análisis de asociación entre los 85 SNPs y DM en el estudio Granad∑p.

Chr Gen SNP Descripción DM

OR SE P-valor

1 RPL31P12 rs2568958
ribosomal protein l31 pseudogene 
12

0.746 0.208 0.157

- rs2815752 intergenic variant 0.840 0.208 0.401

TNNI3K 
/ FPGT-
TNNI3K

rs1514175
tnni3 interacting kinase / FPGt-
tnni3K readthrough

1.113 0.188 0.568

SEC16B rs543874 sec16 homolog B (s. cerevisiae) 1.344 0.269 0.272

2 - rs713586 intergenic variant 0.943 0.185 0.752

3 TRIM71 rs1878887
tripartite motif containing 71, e3 
ubiquitin protein ligase

1.339 0.234 0.212

DGKG rs9816226
Diacylglycerol kinase, gamma 
90kDa

0.821 0.258 0.446

4 - rs10938397 intergenic variant 0.802 0.190 0.246

5
RP11-158J3.2 
/ HTR1A

rs6295
Gene rP11-158J3.2 / 5-hydroxytryp-
tamine (serotonin) receptor 1a, G 
protein-coupled

0.851 0.191 0.395

6 FKBP5 rs992105 FK506 binding protein 5 0.829 0.259 0.468

rs1360780 0.821 0.205 0.337

FKBP5 /  
RP3-340B19. 
5

rs737054
FK506 binding protein 5 / Gene 
rP3-340B19. 5

1.258 0.209 0.273

rs3777747 1.326 0.188 0.134

KHDC1 / 
RP11-257K9. 
8

rs2350753
KH homology domain containing 1 
/ uncharacterized protein

0.980 0.310 0.948

- rs4235835 intergenic variant 1.347 0.193 0.123

7 CRHR2 rs3779250
corticotropinreleasing hormone 
receptor 2

0.952 0.188 0.795

rs2267710 1.102 0.192 0.613

rs1076292 1.083 0.188 0.673

rs2284217 1.290 0.221 0.248

9 - rs7866605 intergenic variant 3.028 0.847 0.191

NTRK2 rs1211166
neurotrophic tyrosine kinase, 
receptor, type 2

0.946 0.244 0.819
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tabla 1s (cont.). Análisis de asociación entre los 85 SNPs y DM en el estudio Granad∑p.

Chr Gen SNP Descripción DM

OR SE P-valor

11 TPH1 rs10488683 tryptophanhydroxylase 1 0.882 0.184 0.494

rs211107 1.262 0.184 0.206

rs623580 0.614 0.219 0.026

rs652458 1.250 0.185 0.228

- rs7110238 intergenic variant 0.877 0.189 0.486

- rs11024460 intergenic variant 0.945 0.209 0.786

SAAL1 rs951624 serumamyloid a-like 1 1.455 0.327 0.252

BDNF / 
BDNF-AS

rs6265
Brain-derived neurotrophic factor/ 
BDnF antisense rna

0.955 0.240 0.847

RP11-
587D21. 4 / 
BDNF

rs10767664
Gene rP11-587D21. 4 / Brain-
derived neurotrophic factor

0.900 0.226 0.640

MTCH2 rs3817334 Mitochondrialcarrier 2 0.839 0.209 0.401

12 TBC1D15 rs3759171 tBc1 domainfamily, member 15 1.003 0.203 0.989

rs10506643 0.843 0.330 0.604

TPH2 rs2129575 tryptophanhydroxylase 2 0.948 0.246 0.829

rs1386493 1.102 0.241 0.687

rs6582078 0.940 0.188 0.741

rs1386497 0.846 0.273 0.540

rs1487278 0.979 0.238 0.930

rs1386482 1.299 0.198 0.187

rs1872824 0.988 0.196 0.952

13 - rs9526236 intergenic variant 0.657 0.189 0.027

HTR2A rs3125
5-hydroxytryptamine (serotonin) 
receptor 2a, G protein-coupled

1.056 0.239 0.820

rs6314 0.871 0.344 0.688

rs977003 1.366 0.183 0.088

rs9567735 1.221 0.243 0.411

rs582385 1.276 0.233 0.296

rs731779 0.595 0.280 0.064

rs9534505 0.722 0.376 0.386

rs2070037 0.743 0.244 0.222
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tabla 1s (cont.). Análisis de asociación entre los 85 SNPs y DM en el estudio Granad∑p.

Chr Gen SNP Descripción DM

OR SE P-valor

rs6311 0.944 0.183 0.754

rs1328685 0.902 0.288 0.720

HTR2A / 
HTR2A-AS1

rs7330636
5-hydroxytryptamine (serotonin) 
receptor 2a, G protein-coupled / 
Htr2a antisense rna 1

1.257 0.193 0.236

rs2296972 0.899 0.223 0.634

rs659734 1.365 0.344 0.366

- rs2149434 regulatory region variant 1.013 0.196 0.946

- rs943903 intergenic variant 1.014 0.196 0.944

15 MAP2K5 rs2241423
Mitogen-activated protein kinase 
kinase 5

1.117 0.211 0.601

16 - rs12444979 intergenic variant 0.957 0.281 0.877

SH2B1 rs7498665 sH2B adaptorprotein 1 0.968 0.199 0.872

ATP2A1 / 
SH2B1

rs7359397
atPase, ca++ transporting, cardiac 
muscle, fast twitch 1 / sH2B 
adaptor protein 1

0.916 0.201 0.661

17
CRHR1 
/ RP11-
105N13

rs12953076
corticotropin releasing hormone 
receptor 1 / Gene rP11-105n13

0.942 0.229 0.794

rs4076452 0.944 0.230 0.801

rs12942300 0.653 0.322 0.186

rs7209436 1.540 0.188 0.022

rs4792887 0.944 0.284 0.838

rs110402 1.487 0.190 0.036

rs242924 1.502 0.191 0.033

rs242939 0.691 0.372 0.320

CRHR1 rs173365
corticotropin releasing hormone 
receptor 1

1.526 0.192 0.027

rs1396862 0.895 0.212 0.601

rs1876831 0.911 0.186 0.616

rs17689966 1.524 0.190 0.026

rs1876828 1.034 0.201 0.866

18 - rs17782313 intergenic variant 1.207 0.220 0.392
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tabla 1s (cont.). Análisis de asociación entre los 85 SNPs y DM en el estudio Granad∑p.

Chr Gen SNP Descripción DM

OR SE P-valor

19 QPCTL rs2287019
Glutaminyl-peptide 
cyclotransferase-like

0.952 0.242 0.840

22
COMT / 
MIR4761

rs4680
catechol-o-methyltransferase / 
Microrna 4761

1.040 0.195 0.839

X HTR2C rs508865
5-hydroxytryptamine (serotonin) 
receptor 2c, G protein-coupled

1.333 0.217 0.184

rs505971 1.336 0.217 0.182

rs12858300 1.484 0.396 0.319

rs12688102 1.210 0.219 0.384

rs12833104 0.873 0.305 0.655

rs6318 1.468 0.260 0.140

rs2428712 1.445 0.266 0.167

rs5946018 1.477 0.263 0.137

rs1801412 1.650 0.400 0.211

abreviaturas: snP, polimorfismo de nucleótido único; chr, cromosoma; DM, depresión mayor; 
or, odds ratio; se, error estándar.

Figura 2. Manhattan plot de la asociación entre los 85 SNPs y DM.
 las líneas de puntos representan los umbrales con p-valor 0.05 y 0.01.
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análisis dE haplotipos En El gEn CrHr1

los 5 marcadores del gen CRHR1 sugerentes de estar asociados a DM en nuestra 
muestra fueron incluidos en un análisis haplotípico. la tabla 3 muestra las frecuen-
cias haplotípicas estimadas en casos con DM y controles. observamos tres haplo-
tipos principales que representan el 98% de todas las combinaciones posibles de 
marcadores en los casos y el 96% en los controles. la distribución de haplotipos 
difería significativamente entre ambos grupos (χ2=8.70, gl=3, P=0.034). en concreto, 
encontramos que el haplotipo tatGa (rs7209436–rs110402–rs242924–rs173365–
rs17689966) era significativamente más frecuente en casos (42%) que en controles 
(30%) (or=1.68; ic 95%: 1.16–2.43; P=0.005) (tabla 3).

también se llevó a cabo un análisis haplotípico incluyendo solo 3 de los 5 mar-
cadores del gen CRHR1. esos 3 snPs (rs7209436–rs110402–rs242924) constituyen el 
conocido haplotipo tat del CRHR1 que previamente se ha descrito asociado a de-
presión en otros estudios (tabla 3). en este caso, fueron dos los haplotipos princi-
pales que representaban el 99% de todas las combinaciones posibles tanto en casos 
como en controles. el haplotipo tat era significativamente más frecuente en casos 
(44%) que en controles (34%) (or=1.53; ic 95%: 1.06–2.20; P=0.023), mientras que 
el haplotipo cGG era significativamente más frecuente en controles (65%) que en 
casos (44%) (or=0.66; 95% ci: 0.46–0.96; P=0.028).

tabla 3. Frecuencias haplotípicas estimadas del gen CRHR1 en casos y controles

Haplotipoa Frecuencia 
(Casos)

Frecuencia 
(Controles)

χ2 P-valor OR (95% IC, P-valor)b

tatGa 0.42 0.30 7.92 0.005 1.68 (1.16–2.42, 0.006)

cGGGa 0.15 0.16 0.14 0.705

tataG 0.02 0.04 1.48 0.224

cGGaG 0.41 0.50 3.38 0.066

tat 0.44 0.34 5.18 0.023 1.53 (1.06–2.20, 0.023)

cat 0.01 0.01 0.32 0.573

cGG 0.55 0.65 4.53 0.033 0.66 (0.46–0.96, 0.028)

notas: asnPs que forman los haplotipos son 1) rs7209436–rs110402–rs242924–rs173365–rs17689966, 
y 2) rs7209436–rs110402–rs242924; briesgo (95% ic y P-valor) conferido por los haplotipos tatGa, 
tat cGG en comparación con cualquier otra combinación de haplotipo.
abreviaturas: or, odds ratio; 95% ic, 95% intervalo de confianza.
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Discusión

el objetivo principal de este estudio era investigar las asociaciones entre 91 snPs 
candidatos para DM en una muestra de la población general adulta de andalu-
cía. aunque ninguna de las asociaciones analizadas fue estadísticamente significa-
tiva después de la corrección por múltiples comparaciones (P>0.01), siete snPs 
(rs623580, rs9526236, rs17689966, rs173365, rs7209436, rs110402, rs242924) locali-
zados en el gen TPH1, HTR2A y CRHR1 mostraron una tendencia hacia la asocia-
ción (P<0.05) con DM.

TPH1 y HTR2A son genes clave en la neurotransmisión serotoninérgica, y per-
turbaciones en el sistema de la serotonina (5-hidroxitriptamina, 5-Ht) constituyen 
la anomalía neurobiológica más extensamente estudiada y sólidamente asociada 
con DM [17, 18]. el neurotransmisor serotonina modula varias funciones relacio-
nadas con la homeostasis y respuestas al ambiente, que a su vez están ligadas a 
DM. además, la mayoría de los antidepresivos tienen influencia directa o indirecta 
en la actividad serotoninérgica [19, 20].

el CRHR1 es un gen clave en el eje hipotalámico-hipofisario-adrenal (HHa) que 
clásicamente ha sido implicado en la etiología de la DM [19]. el eje HHa juega un 
importante papel en la adaptación humana a factores estresantes ambientales, y 
su disfunción es uno de los hallazgos más robustos en personas con DM [20-23].

asociación EntrE El gEn tPH1 y dm

el gen TPH1 codifica una isoforma de la triptófano hidroxilasa (tPH), una en-
zima limitante en la biosíntesis del neurotransmisor serotonina [24, 25]. el rs623580 
(3804t/a) es una variante genética situada aguas arriba en una región reguladora 
dentro de la secuencia 5’-utr del gen TPH1 en el cromosoma 11 [26].

estudios previos que implican a este polimorfismo han reportado resultados ne-
gativos de asociación con trastornos afectivos [26, 27] y comportamientos relacio-
nados con el suicidio (28). sin embargo, Kwak et al (2012), en un GWas de 8,842 
individuos, encontraron que este polimorfismo estaba asociado con el índice de 
masa corporal (iMc), una medida de obesidad que ha sido relacionada en nume-
rosas ocasiones con DM [29-33].

asociación EntrE El gEn Htr2A y dm

el gen HTR2A es particularmente interesante en el campo de la psiquiatría biológica 
por su papel como una importante diana para las drogas psicotrópicas y por mos-
trar una expresión alterada en muchos trastornos neuropsiquiátricos como DM y es-
quizofrenia [34-36]. el gen HTR2A, en el cromosoma 13, está implicado en la regu-
lación de la neurotransmisión serotoninérgica [37] y en el eje HHa [38, 39]. el gen 
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HTR2A ha sido extensamente investigado en estudios de asociación de muchas con-
diciones psiquiátricas, pero los resultados no son concluyentes y no nos permiten ex-
traer conclusiones definitivas sobre la potencial implicación de este gen en DM [40].

en el presente estudio, el polimorfismo rs9526236 (HTR2A) mostró una tenden-
cia a la asociación con DM. aunque este polimorfismo no ha sido investigado en 
estudios previos, su localización aguas arriba de la región promotora del gen HTR2A 
y su funcionalidad lo hacen un buen candidato para ser investigado más en pro-
fundidad en futuros estudios.

asociación EntrE El gEn CrHr1 y dm

en nuestro estudio, los resultados más sugerentes se obtuvieron con el gen CRHR1, 
situado en el cromosoma 17. el gen CRHR1 media respuestas a estrés y estimula-
ción del eje HHa uniéndose su producto principalmente a la hormona liberadora 
de corticotropina (crH) [20].

nuestros resultados revelan que cinco snPs (rs7209436, rs110402, rs242924, 
rs173365 y rs17689966) dentro de este gen muestran una tendencia hacia la aso-
ciación (P<0.05) con DM.

en 2006, liu et al fueron los primeros en implicar este gen en la susceptibilidad 
a DM. encontraron que un snP (rs242939) y un haplotipo de 3 snPs (rs1876828–
rs242939–rs242924) aparecían sobrerrepresentados en pacientes con DM en compa-
ración con los controles [41]. asimismo, ishitobi et al encontraron una asociación 
significativa entre dos snPs (rs110402 y de nuevo el rs242924) y un haplotipo de 
5 snPs (rs7209436–rs110402–rs242924–rs242940–rs173365) con DM [42].

en nuestro estudio, encontramos una tendencia hacia la asociación entre cinco 
snPs (rs17689966, rs173365, rs7209436, rs110402, rs242924) dentro del gen CRHR1 
y DM, lo que apoya los resultados de estudios previos [41, 42].

Dado que con una aproximación de único marcador la variable analizada po-
dría no estar en asociación con ningún snP, pero sí podría asociarse con un ha-
plotipo específico, decidimos aplicar una aproximación haplotípica.

realizamos análisis haplotípicos con los 5 top snPs del gen CRHR1 asociados 
en nuestro estudio, y además con los 3 snPs que constituyen el conocido haplo-
tipo tat del CRHR1. nuestros resultados mostraron que tanto el haplotipo tatGa 
(rs7209436–rs110402–rs242924–rs173365–rs17689966) como el tat (rs7209436–
rs110402–rs242924), estaban significativamente asociados con DM.

Últimamente, diversos estudios se han centrado en cómo el haplotipo tat mo-
dera el efecto del abuso en la infancia sobre el riesgo para DM [43-46]. se ha visto 
un efecto protector en estudios que incluyen individuos afro-americanos [43, 44]. 
Polanczyk et al (2009) replicaron una asociación positiva para la cohorte e-risk, 
pero una negativa para la cohorte Dunedin, muy probablemente debido a los di-
ferentes instrumentos utilizados para la evaluación de los acontecimientos vitales 
estresantes (aves) en la infancia [46].
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fortalEzas y limitacionEs

nuestro estudio se basó en una aproximación por genes candidatos. esto es muy ven-
tajoso ya que los estudios de genes candidatos: i) son relativamente baratos y rápi-
dos de realizar, ii) se basan en el conocimiento previo sobre los genes y mecanismos 
de la enfermedad, y iii) necesitan un número relativamente bajo de tests en compa-
ración con los GWas, de modo que el umbral de significación puede ser menos es-
tricto [47]. además, los participantes incluidos en este estudio se obtuvieron de la po-
blación general y fueron muy bien caracterizados para variables clínicas, psicológicas, 
socio-demográficas, de estilo de vida, estrés psicosocial y otros aspectos ambientales.

la principal limitación de nuestro estudio es su tamaño muestral, que, como 
muestra el cálculo de poder realizado en la sección de análisis estadísticos, tiene un 
poder limitado para detectar efectos pequeños e incluso moderados. asimismo, se 
ha investigado un número reducido de snPs candidatos. aunque priorizamos la re-
plicación de asociaciones previas entre genes clave y DM, otros genes procedentes 
de rutas metabólicas teóricamente relevantes (genes ya conocidos o genes novel 
identificados en GWas recientes) pueden no haber sido incluidos en los análisis.

Conclusión

en conclusión, nuestros resultados parecen apoyar la implicación del eje HHa y el 
sistema de neurotransmisión serotoninérgica en la susceptibilidad genética para DM.

Para la validación y replicación de los presentes hallazgos se necesitarán estu-
dios futuros que incluyan un mayor tamaño muestral.
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capítulo 6

Factores asociados a la ideación
suicida en pacientes 
con fibromialgia

Lafuente C, Pita-Calandre E, 
Salgueiro M, García-Leiva JM

Resumen

las conductas suicidas son frecuentes en fibromialgia. Para prevenirlas es nece-
sario conocer los componentes que intervienen en ellas. el objetivo de este es-
tudio es evaluar diversos factores susceptibles de influir en los comportamien-
tos suicidas. se realizó un estudio transversal en el que participaron pacientes 
con fibromialgia y sujetos sanos. los instrumentos utilizados fueron: el cuestio-
nario de salud del Paciente (PHQ-9), el índice de severidad del insomnio (isi), 
el cuestionario de impacto de Fibromialgia revisado (FiQr), el cuestionario de 
necesidades interpersonales (inQ), la escala de riesgo suicida de Plutchik (Plut-
chik) y la escala de ajuste Marital (lWMat). el ítem 9 del cuestionario PHQ-9 
midió la ideación suicida (is).

los resultados se evaluaron mediante análisis de varianza, modelos de re-
gresión logística binaria y análisis correlacionales. la muestra incluyó 49 contro-
les y 53 pacientes con fibromialgia, de los que 15 presentaron ideación suicida 
(28,3%). los factores relacionados con ésta fueron la intensidad de la depresión 
(p<0,0001), la sensación de ser una carga para los demás (p=0,1375) y un bajo 
grado de satisfacción marital (p=0,0029). no se observaron diferencias estadís-
ticamente significativas entre pacientes con y sin ideación suicida respecto a la 
gravedad de la fibromialgia, la calidad del sueño y el sentimiento de no perte-
nencia a un grupo. los factores que mayor influencia mostraron sobre la idea-
ción suicida fueron la severidad de la depresión, la sensación de ser una carga y 
un ajuste marital defectuoso.

Palabras clave: Fibromialgia, ideación suicida.

Introducción

el suicidio, problema social que podría ser evitado en muchos casos, afecta a un 
porcentaje importante de la población. un estudio de la organización Mundial de 
la salud (oMs) realizado en 17 países mostró que la prevalencia de ideación sui-
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cida y de intentos de suicidio era de 9,2 y 2,7% respectivamente [23]. las cifras de 
este estudio relativas a españa son de un 4,4% para la prevalencia de ideación sui-
cida y de un 1,5% para los intentos de suicidio [14]. 

se sabe que los factores de riesgo relacionados con el suicidio más prevalen-
tes incluyen el sexo femenino, ser joven, carecer de pareja, tener un bajo nivel de 
estudios y padecer trastornos mentales [22]. también se consideran factores de 
riesgo el primer año de aparición de la ideación suicida [14] y los intentos previos 
de suicidio [4]. las separaciones entre parejas son otro factor de riesgo importante, 
incrementándose tres veces la ideación suicida y ocho veces los planes e intentos 
de suicidio antes y después de la separación; siendo el tener pareja, un factor pro-
tector frente a la mortalidad por suicidio [3]. entre las enfermedades mentales los 
trastornos afectivos, el trastorno de control de impulsos, el trastorno de ansiedad 
generalizada y el trastorno de estrés postraumático, son factores asociados a con-
ductas suicidas [23,14].

varios estudios, realizados en amplios grupos de población, han evaluado la re-
lación entre las conductas suicidas y diferentes tipos de dolor crónico, encontrando 
todos ellos, tras controlar factores sociodemográficos y comorbilidad psiquiátrica, 
una clara asociación entre ambos [26, 6, 17, 16].

los trastornos del sueño constituyen, asimismo, un factor de riesgo para con-
ductas suicidas, independientemente de la presencia o no de depresión asociada 
[5]. un metaanálisis reciente puso de manifiesto que tanto la ideación suicida (rr: 
1,86, 95% ic 1,52-2,28, p<0,001) como los intentos de suicidio (rr: 2,01, 95% ic 
1,47-2,74, p<0,001) y el suicidio consumado (rr: 1,96, 95% ic 1,32-2,91, p<0,001) 
mostraban una marcada asociación con los trastornos del sueño [24].

la fibromialgia es una enfermedad crónica que se caracteriza por dolor genera-
lizado, fatiga, sueño no reparador, rigidez matutina, síntomas de ansiedad y depre-
sión, problemas cognitivos e hipersensibilidad a estímulos físicos y psicológicos [35, 
1]. su prevalencia mundial es de un 2,7%, mientras que a nivel nacional es de un 
2,4% [7, 25]; predomina en mujeres, población adulta (con un pico de incidencia 
a la edad de 45-65 años) y se asocia con un bajo nivel de estudios, un bajo nivel 
socioeconómico y con residir en zonas rurales [25].

varios estudios corroboran que en los pacientes con fibromialgia son frecuen-
tes los comportamientos de tipo suicida. Dreyer et al. 2010 [12] analizaron la 
mortalidad en una cohorte de pacientes daneses con fibromialgia, encontrando 
que el riesgo de muerte por suicidio, enfermedad hepática o cerebrovascular era 
mayor que en la población general. Wolfe et al. 2011 [33] encontraron en eeuu 
un resultado similar, observando que, mientras la mortalidad global no estaba 
aumentada en los pacientes con fibromialgia, el riesgo de muerte por suicidio o 
accidente sí lo estaba.

un trabajo publicado en 2011 [10] evaluó la prevalencia de intentos pre-
vios de suicidio en estos pacientes, encontrando que el 16,7% de la muestra re-
firió entre uno y tres intentos previos de suicidio. Posteriormente, este mismo 
grupo publicó dos estudios relativos a la ideación suicida en fibromialgia. el 
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primero de ellos encontró que la prevalencia de ideación suicida en estos pa-
cientes se asociaba nuevamente con la severidad de la enfermedad, siendo, sin 
embargo, la sintomatología psicológica más influyente que la física [9]. el se-
gundo, en el que compararon pacientes con fibromialgia, pacientes con lumbal-
gia crónica y sujetos sanos, encontraron que la baja calidad del sueño, la idea-
ción suicida y el riesgo de suicidio predominaban en el grupo con fibromialgia 
asociándose estos dos últimos factores con la intensidad de la sintomatología 
depresiva [19]. un tercer estudio publicado por triñanes et al. [31], en el que 
sólo evaluaron mujeres, encontró datos similares, destacando también la ansie-
dad y el impacto de la enfermedad en la vida cotidiana, como factores asocia-
dos a la ideación suicida. 

Joiner en 2005 [20] propuso La teoría interpersonal-psicológica de los com-
portamientos suicidas, en la que expuso que el acto suicida puede desencade-
narse por la presencia de tres variables. estas son: el sentimiento de ser una 
carga para los demás, la sensación de no pertenecer a un grupo y la capacidad 
de suicidarse. Para medir los dos primeros factores, van orden et al. [32] desa-
rrollaron un cuestionario específico, el Cuestionario de Relaciones Interpersona-
les, que ha sido aplicado en distintos grupos de población. cukrowitz et al. [11] 

encontraron, tras administrarlo a personas mayores, que el sentimiento de ser 
una carga para los demás era el factor que más se asociaba a la presencia de 
ideación suicida tras controlar la sintomatología depresiva y las discapacidades 
funcionales. este mismo instrumento fue utilizado por Bryan [8] en una mues-
tra de personal militar, confirmando que el sentimiento de ser una carga y la 
sensación de no pertenecer a un grupo se correlacionaban con sintomatología 
psiquiátrica e incrementaban el riesgo de desarrollar comportamientos de tipo 
suicida. Kanzler et al. [21] evaluaron la sensación de ser una carga en pacientes 
con dolor crónico, señalando que esta podía predecir significativamente la pre-
sencia de ideación suicida.

a pesar de haberse comprobado la estrecha relación entre la ideación sui-
cida con la sensación de ser una carga y el sentimiento de no pertenecer a un 
grupo, estos factores no han sido evaluados con anterioridad en pacientes con 
fibromialgia. Por otra parte, tampoco se ha estudiado en estos pacientes la posi-
ble influencia de las relaciones de pareja; sabiendo que el vivir solo o carecer de 
pareja son factores de riesgo para desarrollar conductas de tipo suicida, mere-
cería la pena analizar si un buen ajuste marital es un factor protector ante este 
tipo de comportamientos. 

así pues, se desarrolló el presente trabajo con los siguientes objetivos:

— Objetivo primario: evaluar la asociación entre la ideación suicida y los siguien-
tes factores psicosociales: la sensación de ser una carga, el sentimiento de 
no pertenecer a un grupo y la calidad de las relaciones de pareja.

— Objetivos secundarios: estudiar la prevalencia de la ideación suicida y el riesgo 
de suicidio en una muestra de pacientes con fibromialgia y sujetos sanos 
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y evaluar la asociación entre la ideación suicida y factores propios de la 
enfermedad como son el dolor, la depresión y los trastornos del sueño.

Material y Métodos

disEño

se realizó un estudio transversal en el que participaron dos grupos: pacientes con 
fibromialgia y sujetos sanos.

la recogida de datos, se realizó en una única evaluación. las variables del es-
tudio se recogieron mediante diversos cuestionarios auto-administrados y cumpli-
mentados de forma anónima, en los que se incluyeron también preguntas de tipo 
sociodemográfico (edad, sexo, nivel de estudios y actividad laboral). el estudio fue 
aprobado por el comité de ética de la universidad de Granada.

sujEtos

Para participar en el estudio se siguió un criterio común de inclusión, que los su-
jetos fuesen mayores de edad, existiendo un criterio adicional para el grupo con 
fibromialgia, haber sido diagnosticado de la enfermedad según los criterios del co-
legio americano de reumatología [34]. no se consideró criterio de exclusión para 
los pacientes la comorbilidad con otras patologías.

los criterios de exclusión para el grupo control fueron: presentar patología dolo-
rosa grave, padecer un trastorno mental y/o padecer una enfermedad orgánica severa.

la presencia de dificultades para entender los objetivos del estudio y contes-
tar adecuadamente a los diversos cuestionarios se consideró criterio de exclusión 
para ambos grupos.

el reclutamiento del grupo de pacientes se llevó a cabo mediante el contacto 
con diversas asociaciones de afectados de diferentes provincias españolas, mien-
tras que los controles que participaron fueron amigos y conocidos de los investi-
gadores y/o de los pacientes.

instrumEntos para la rEcogida dE datos

— Cuestionario de Salud del Paciente (PHQ-9): es una escala utilizada para valo-
rar la presencia de cuadro depresivo y la necesidad de tratamiento farma-
cológico. consta de 9 ítems con 4 opciones de respuesta: «no del todo», 
«varios días», «Más de la mitad de los días» y «casi todos los días» que 
se corresponden con valores entre 0 y 3. la puntuación total oscila entre 
0 y 27 y se obtiene sumando las respuestas dadas. se estima que pun-
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tuaciones de 5, 10, 15 y 20 representan puntos de corte correspondientes 
a «depresión leve», «depresión moderada», «depresión moderadamente 
grave» y «depresión severa» respectivamente. se utilizó el cuestionario 
validado en lengua española [2] considerando la respuesta positiva en el 
ítem i («¿Ha pensado alguna vez que estaría mejor muerto, o ha deseado 
hacerse daño de algún modo?») como indicador de ideación suicida en los 
sujetos. la gravedad de la depresión, obviando la presencia o no de idea-
ción suicida, se evaluó mediante las puntuaciones de las ocho preguntas 
iniciales, lo que a menudo se tipifica como PHQ-8.

— Índice de Severidad del Insomnio (ISI): Mide la gravedad del insomnio. el 
cuestionario consta de 7 ítems, con 5 opciones de respuesta en escala 
tipo likert, los cuales evalúan la severidad de los síntomas del insomnio, 
la calidad del sueño y el grado de satisfacción con este. la corrección se 
realiza sumando los resultados, oscilando la puntuación total entre 0 y 28 
donde puntuaciones altas indican peor calidad del sueño. se utilizó la va-
lidación española de este cuestionario [29].

— Cuestionario de Impacto de Fibromialgia Revisado (FIQR): evalúa la repercusión 
que tiene la enfermedad en la vida diaria de los pacientes. el cuestionario 
consta de un total de 21 ítems que se puntúan de 0 a 10. el cuestionario 
se divide en 3 apartados que analizan campos fundamentales de la enfer-
medad: funcionalidad, impacto global de la enfermedad y gravedad de la 
sintomatología. la puntuación total oscila entre 0 y 100. a mayor pun-
tuación, mayor impacto global tiene la enfermedad en la calidad de vida 
de los pacientes. este cuestionario se aplicó únicamente al grupo con fi-
bromialgia, utilizándose la versión española validada [28].

— Cuestionario de Necesidades Interpersonales (INQ): el cuestionario se creó para 
medir 2 factores; la sensación que tiene el individuo de ser una carga para 
los demás y el sentimiento de no pertenecer a un grupo. se utilizó la ver-
sión de 12 ítems, 7 de los cuales evalúan el primer factor y los 5 restantes 
el segundo. los sujetos tienen que indicar en una escala de 7 puntos tipo 
likert, hasta qué grado le parecen ciertas las afirmaciones, donde 1 sig-
nificaba «no del todo cierto para mí» y 7 «muy cierto para mí». se uti-
lizó en este estudio la traducción por dos autores al español del cuestio-
nario inglés validado de la versión de 12 ítems [13]. la puntuación total 
de primer factor (sensación de ser una carga) puede oscilar entre 7 y 49 
puntos y la del segundo (pertenencia frustrada) entre 5 y 35 puntos; en 
ambos casos mayores puntuaciones reflejan, respectivamente, mayor sen-
sación de ser una carga y de pertenencia frustrada al grupo.

— Escala de Riesgo Suicida de Plutchik: consta de 15 ítems de respuesta dico-
tómica que evalúan el grado en el que un individuo manifiesta tener con-
ductas de tipo suicida o asociadas al riesgo de suicidio. cada pregunta 
puntúa 1, siendo 15 la puntuación máxima y existiendo mayor riesgo de 
suicidio cuanto más elevada es la puntuación. el punto de corte que in-
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dica riesgo sustancial de suicidio está establecido en 6 según la versión 
española validada [27].

— Escala de Ajuste Marital de Locke-Wallace (LWMAT): esta escala consta de 3 
apartados en los que se desarrollan 15 ítems que evalúan la satisfacción y 
cohesión matrimoniales. la primera sección consiste en una pregunta en 
la que se pide una valoración general de la situación. el segundo apar-
tado, que evalúa distintas áreas de la relación, está formado por 8 ítems 
con 6 opciones de respuesta en una escala tipo likert (desde: «Siempre 
en desacuerdo» hasta «Siempre de acuerdo»). Por último, la tercera parte 
consta de 6 preguntas que evalúan el conflicto, la resolución, el compro-
miso y la comunicación mediante respuestas que van desde la incompa-
tibilidad hasta la compatibilidad. la puntación máxima, que se consigue 
con la sumatoria de todos los ítems, es 158. Puntuaciones mayores repre-
sentan niveles más altos de satisfacción y felicidad conyugal. se utilizó la 
versión validada en lengua española realizada en chile [30].

análisis Estadístico

la evaluación de los datos se llevó a cabo mediante estadística paramétrica con 
análisis de varianza (anova) usando el test de tukey para comparaciones múlti-
ples y la estimación de la χ2 para las variables categóricas. se asumió significación 
estadística cuando p<0,05 y se aceptaron valores del 95% y del 99% como inter-
valos de confianza.

se aplicaron modelos de regresión logística binaria para estimar las «odd ratio» 
(or) de ideación suicida y el riesgo de suicidio en el grupo con fibromialgia, ajus-
tado por las variables sociodemográficas: sexo, edad, situación laboral, nivel de es-
tudios y estado civil.

se calcularon los coeficientes de correlación parcial entre las principales varia-
bles de interés para ambos grupos, sujetos sanos y pacientes con fibromialgia, con-
trolando el efecto de las variables sociodemográficas citadas.

el procesamiento de los datos se llevó a cabo con los paquetes estadísticos sPss 
v.22 (iBM corporation, armonk, nY, usa) y GraphPad Prism versión 5.04.

Resultados

se entregaron un total de 116 cuestionarios de los cuales se desecharon 14 por no 
estar bien cumplimentados. De las 102 encuestas restantes; 53 pertenecían a pacien-
tes diagnosticados de fibromialgia (FM) y 49 a sujetos sanos del grupo control (crl).

las principales variables sociodemográficas se recogen en la tabla 1. la edad 
media del grupo con fibromialgia es superior a la del grupo control (52±8,2 frente a 
47,6±11,7, p<0,05). ambos grupos difieren también en el nivel de estudios (p<0,01), 
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tabla 1. Variables sociodemográficas de la muestra.

CRL FM p

edad (media ± De) 47,6 ± 11,7 52,0 ± 8,2 0,028

sexo
Mujeres 44 (90%) 51 (96%)

0,256
Hombres 5 (10%) 2 (4%)

estado civil* 
con pareja 32 (65,3%) 37 (69,8%)

0,459
sin pareja 16 (32,7%) 15 (28,3%)

situación parental
con hijos 38 (77,7%) 43 (81,1%)

0,807
sin hijos 11 (22,4%) 10 (18,9%)

nivel de estudios

sin estudios 0 (0%) 1 (1,9%)

0,001
Primarios 8 (16,3%) 28 (52,8%)

Bachiller 17 (34,7%) 15 (28,3%)

universitarios 24 (49%) 9 (16,9%)

situación laboral

trabaja en casa 4 (8,1%) 6 (11,3%)

0,001

trabaja fuera de casa 36 (73,5%) 16 (30,2%)

Desempleo 6 (12,2%) 7 (13,2%)

Baja laboral o transitoria 0 (0%) 6 (11,3%)

invalidez permanente 0 (0%) 11 (20,7%)

Pensionista o jubilado 3 (6,1%) 7 (13,2%)

crl: controles; FM: pacientes con fibromialgia 
* Con pareja: incluye a personas casadas o con pareja de hecho. Sin pareja: incluye a solte-
ros sin pareja, separados, divorciados y viudos.

siendo mayor el porcentaje de estudios superiores en el grupo control (49%) frente 
al grupo con fibromialgia donde predominan los primarios (53%). respecto a la si-
tuación laboral (p<0,01), hay mayor porcentaje de sujetos trabajando en el grupo 
control (73,5%) mientras que en el grupo con fibromialgia prevalecen la baja labo-
ral, la invalidez permanente y la jubilación por enfermedad.

cabe destacar que ninguno de los sujetos del grupo control presentó ideación 
suicida (is), mientras que un 28,3% de los sujetos del grupo con fibromialgia (n=15) 
respondieron positivamente a este ítem (χ2=16,259;  p<0,01). asimismo, la presen-
cia de riesgo de suicidio, considerada como una puntuación igual o superior a 6 
puntos en la escala Plutchik, fue también superior el grupo con fibromialgia (n= 
41; 77,4%) que en el grupo control (n=5; 10,2%) (p<0,001).

tal y como se recoge en la tabla 2, una vez ajustados los datos en relación 
a las variables sociodemográficas, las or tanto de la ideación suicida como del 



laFuente c, Pita-calanDre e, salGueiro M, García-leiva JM

 86

tabla 2. Odd ratio (OR) de ideación suicida y riesgo de suicidio en pacientes con
 fibromialgia respecto a controles.

or en grupo FM ic 95% p

ideación suicida 19,054 2,405-150,935 0,005

riesgo de suicido 30,055 10,247-100,269 <0,001

nota: Dato hipotético: un sujeto del grupo control ha manifestado ideación suicida.

tabla 3. Relación de figuras en las que se aprecian las puntuaciones medias
 obtenidas en los diferentes cuestionarios en el grupo control (CRL) y en el grupo 
 con fibromialgia (FM) diferenciándose estos últimos en función de la presencia o 
 no de ideación suicida (IS). 

cuestionario crl FM sin is FM con is p

PHQ-8    4,0 ± 3,5   13,3 ± 4,4***   18,9 ± 5,0 ***###
0,0001

isi    5,3 ± 4,6   16,3 ± 5,8***   18,3 ± 4,3***
0,0001

FiQ-r ___   66,5 ± 14,5   77,7 ± 13,2
0,1639

inQ
carga   13,4 ± 5,4   18,9 ± 7,2***   29,7 ± 7,5 ***###

0,0001

Pertenencia   12,7 ± 6,2   15,4 ± 7,6   18,8 ± 5,9**
0,0073

lWMat 120,2 ± 18,3 106,4 ± 28,6   80,9 ± 55,3 ***#
0,0001

Datos expresados como media ± desviación estándar
###p<0 ,001;  ##p<0,01;  #p<0,05 en relación a crl
*** p<0,001;  ** p<0,01;  *p<0,05 en relación a FM sin is

riesgo de suicidio fueron significativamente mayores en el grupo con fibromialgia 
que en los controles.

Dado que en el grupo control ningún sujeto puntuó positivamente en el ítem 
relativo a la ideación suicida, para posibilitar el análisis, se estimó la or asumiendo 
el caso hipotético de que un único sujeto del grupo control hubiera puntuado po-
sitivamente en esta variable.

en la tabla 3 pueden observarse las puntuaciones obtenidas en los principales 
cuestionarios empleados en el estudio, por el grupo control y los grupos con fi-
bromialgia sin ideación suicida y con ideación suicida.
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en relación a la gravedad de la depresión, existen diferencias notables entre los 
tres grupos, siendo éstas mayores en los sujetos con fibromialgia y estadísticamente 
significativas (p<0,0001) entre el grupo control y los grupos con fibromialgia, y entre 
los grupos con fibromialgia con y sin ideación suicida (p<0,001).

en lo que respecta a la calidad del sueño, se aprecian puntuaciones mayores en 
los individuos con fibromialgia que en los controles (p<0,001), sin diferencia signi-
ficativa entre los grupos con fibromialgia con y sin ideación suicida.

respecto al impacto que tiene la enfermedad, no se aprecian diferencias estadís-
ticamente significativas entre los grupos con fibromialgia con y sin ideación suicida.

Grupo cuestionarios
inQ 

Pertenencia
Plutchik PHQ-8 isi

PHQ 
ítem i

FM

inQ carga
r ,393 ,539 ,541 ,085 ,499

p ,005 ,000 ,000 ,557 ,000

inQ 
Pertenencia

r - ,634 ,481 ,051 ,211

p - ,000 ,000 ,726 ,142

Plutchik
r - - ,557 ,220 ,272

p - - ,000 ,124 ,056

PHQ-8
r - - - ,371 ,600

p - - - ,008 ,000

isi
r - - - - ,047

p - - - - ,745

crl

inQ carga
r ,392 ,420 ,443 ,355 -

p ,007 ,004 ,002 ,016 -

inQ 
Pertenencia

r - ,337 ,176 ,057 -

p - ,022 ,242 ,706 -

Plutchik
r - - ,548 ,467 -

p - - ,000 ,001 -

PHQ-8
r - - - ,570 -

p - - - ,000 -

isi
r - - - - -

p - - - - -

tabla 4. Coeficientes de correlación parcial entre las variables estudiadas controlando 
 el efecto de las variables sociodemográficas y la ideación suicida.

crl: controles. FM: pacientes con fibromialgia
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en lo que se refiere al inQ, las puntuaciones respecto al sentimiento de ser 
una carga para los demás son significativamente superiores en los pacientes con 
fibromialgia que en los controles (p<0,001) con diferencias, asimismo, significativas 
entre los grupos con fibromialgia con y sin ideación suicida (p<0,001). respecto a 
la sensación de no pertenencia al grupo, sólo se aprecian diferencias significativas 
entre el grupo control y los pacientes con ideación suicida (p<0,01).

en relación al grado de satisfacción marital, se aprecia una marcada diferen-
cia entre el grupo con fibromialgia e ideación suicida respecto al grupo control 
(p<0,001), así como una diferencia menos marcada entre el primero y los pacien-
tes sin ideación suicida (p<0,05).

la tabla 4 recoge las correlaciones parciales entre los diferentes cuestionarios. 
se observa que estas apoyan los datos del análisis de varianza existiendo correla-
ciones positivas y estadísticamente significativas entre la mayoría de variables es-
tudiadas. en ambos grupos existen correlaciones positivas y significativas entre: la 
sensación de ser una carga para los demás, el sentimiento de no pertenecer a un 
grupo, las conductas de tipo suicida o asociadas al riesgo de suicidio y la intensi-
dad de los síntomas depresivos.

se aprecia que en el grupo con fibromialgia están muy asociados los factores 
psicosociales, incluida la ideación suicida y, en menor medida los factores propios 
de la enfermedad, como el insomnio que se asocia únicamente con los síntomas 
depresivos. sin embargo, en el grupo control, la severidad del insomnio sí se correla-
ciona con la sensación de ser una carga, las conductas de tipo suicida y la depresión.

Discusión

los resultados muestran que el factor psicosocial que más se asocia con la idea-
ción suicida y el riesgo de suicidio es la sensación de ser una carga para los demás, 
seguido de una mala relación de pareja y, en menor medida, el sentimiento de 
no pertenecer a un grupo. también se ha encontrado que la ideación suicida y el 
riesgo de suicidio son más prevalentes en pacientes con fibromialgia que en con-
troles, siendo los factores psicosociales más influyentes que los propios de la enfer-
medad, a excepción de la depresión, que es el factor que mayor asociación mues-
tra con la ideación suicida.

también se ha observado que el sentimiento de ser una carga para los demás 
es frecuente en pacientes con fibromialgia, afectando más a aquellos pacientes que 
manifiestan ideación suicida. Dicho sentimiento se correlaciona positivamente en 
el estudio con la sensación de no pertenecer a un grupo, los síntomas depresivos 
y el riesgo de suicidio evaluado mediante la escala de Plutchik.

numerosos autores han estudiado este factor considerándolo predictor de con-
ductas suicidas. cukrowitcz et al [11] tras estudiar ambos componentes del inQ 
en personas mayores, establecieron que la sensación de ser una carga era el fac-
tor que mayor relación guardaba con la ideación suicida. Jahn et al. [18] también 
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midieron la sensación de ser una carga en una muestra de ancianos evaluada me-
diante  la Escala geriátrica de ideación suicida, observando, asimismo, que la sensa-
ción de ser una carga se asociaba con la ideación suicida. en el estudio de Garza 
et al. [15] se administró el inQ a una muestra de mujeres mexicanas encontrando 
también una asociación entre la sensación de ser una carga y la ideación suicida. 
Bryanv [8] también encontró que la sensación de ser una carga se asociaba con la 
ideación suicida. Kanzler et al. [21] por su parte, evaluaron la ideación suicida en 
pacientes con dolor crónico, encontrando que la sensación de ser una carga era el 
factor que más se relacionaba con ésta. cabe señalar que los resultados del pre-
sente estudio coinciden con los hallados en los trabajos anteriores a este respecto.

se observa en los resultados que la sensación de no pertenecer a un grupo se 
asocia con la severidad de la depresión y con el riesgo de suicidio, mientras que no 
se relaciona con la ideación suicida. la mayoría de los autores anteriormente citados 
obvian la influencia de la pertenencia frustrada, no haciéndola constar en sus resul-
tados [11, 21, 15] o no examinándola, por utilizar una escala distinta [18], en sus 
muestras de estudio. el único estudio, ya citado, que consideró importantes los dos 
componentes del inQ fue el llevado a cabo por Bryan [8]; encontró que ambos fac-
tores se asociaban con la ideación suicida, aunque la pertenencia frustrada lo hacía 
con menor intensidad que la sensación de ser una carga, resultados que concuer-
dan con los del presente estudio. así pues, de los dos factores que componen el 
inQ, la sensación de no pertenecer a un grupo puede considerarse menos influyente 
respecto a la ideación suicida, que la sensación de ser una carga para los demás.

con respecto a las relaciones de pareja, los resultados muestran que el grado 
de satisfacción marital es menor en el grupo con fibromialgia, siendo inferior entre 
los sujetos que manifiestan ideación suicida. Dado que no existen estudios previos 
que hayan evaluado la posible relación entre la ideación suicida y las relaciones de 
pareja, y debido al hecho de que la soledad o el estar separado son factores de 
riesgo para desarrollar conductas suicidas, sería interesante evaluar y profundizar 
en este tema en estudios posteriores.

la prevalencia de ideación suicida en la muestra de pacientes con fibromialgia 
(n=53) fue del 28,3%, mientras que en otros estudios previamente mencionados 
osciló entre el 32,5 [31] y el 48% [9] de la muestra estudiada. estos trabajos utili-
zaron como instrumento de medida el Inventario de Depresión de Beck para eva-
luar la presencia de ideación suicida, mientras que en este estudio se administró 
el PHQ-9 para valorar este factor y la gravedad de la sintomatología depresiva. a 
pesar de la disparidad entre las cifras se observa que la prevalencia de ideación sui-
cida en pacientes con fibromialgia es elevada. cabe recordar que la prevalencia de 
ideación suicida observada en la población general española es del 4,4% [14], por-
centaje considerablemente inferior a los observados en pacientes con fibromialgia.

como se citó anteriormente, la asociación entre el dolor crónico y la ideación 
suicida ha sido estudiada en varios trabajos [26, 6, 17, 16, 21] de los que sólo dos 
incluyeron una muestra de pacientes con fibromialgia. ratcliffe et al.  [26] al eva-
luar la asociación entre patologías que cursan con dolor crónico e ideas e intentos 
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de suicidio, encontraron que, tras controlar factores sociodemográficos, la fibromial-
gia, entre otras patologías se asociaba con ideación suicida, mientras que la aso-
ciación desaparecía tras controlar en función de la comorbilidad psiquiátrica. ilgen 
et al. [17] por su parte, evaluaron si el riesgo de suicidio se asociaba con distintos 
tipos de dolor no oncológico encontrando, en la muestra con fibromialgia, datos 
similares a los anteriores, que tras ajustar según características sociodemográficas 
existía asociación entre la fibromialgia y la ideación suicida y sin embargo, al con-
trolar el efecto de los trastornos mentales esta relación desaparecía. ello que indi-
caría que es la comorbilidad psiquiátrica la que se asocia con la ideación suicida.

los estudios de triñanes et al. [31] y calandre et al. [9, 19] en los que las mues-
tras de pacientes con fibromialgia son más pequeñas, encuentran igualmente re-
lación entre la ideación suicida y la enfermedad. estos estudios, que controlan ca-
racterísticas sociodemográficas, pero no la comorbilidad psiquiátrica, encuentran 
una estrecha asociación entre la ideación suicida y los síntomas depresivos, lo que 
muestra una similitud con los hallazgos citados de los anteriores autores. los re-
sultados de este estudio concuerdan con los mencionados previamente, ya que la 
depresión mantiene una estrecha relación con la ideación suicida y el riesgo de sui-
cidio, así como una fuerte asociación con la sensación de ser una carga para los 
demás; mientras que el dolor, la baja calidad del sueño y la gravedad de los sínto-
mas propios de la enfermedades medida con el FiQr, son factores relativamente 
poco influyentes respecto a la ideación suicida en estos pacientes. estos resulta-
dos coinciden con los publicados recientemente por el grupo de calandre [9, 10]. 
Por ello, cabría afirmar que la sintomatología depresiva sería el factor de riesgo 
más relevante para desarrollar ideas de tipo suicida en pacientes con fibromialgia.

entre las fortalezas de este estudio se ha de señalar, en primer lugar, que es el 
primer trabajo que evalúa en pacientes con fibromialgia, la relación entre la idea-
ción suicida con la sensación de ser una carga y el sentimiento de no pertene-
cer a un grupo. en segundo lugar, destacar que es también la primera vez que se 
ha medido la influencia de un buen ajuste marital en pacientes con fibromialgia.

entre las limitaciones de este estudio cabe resaltar que al tratarse de un estu-
dio trasversal, no se pudieron establecer relaciones de causalidad entre la ideación 
suicida y los parámetros estudiados de la fibromialgia.

otra limitación de este estudio fue que el tamaño muestral fue pequeño. en futuros 
trabajos, sería recomendable reclutar un mayor número de sujetos puesto que, proba-
blemente, habrían podido recogerse casos de individuos sanos con ideación suicida.

la disparidad entre las muestras en relación a la edad, el nivel de estudios y 
la situación laboral fueron también una limitación en este estudio. aunque la di-
ferencia en la edad de controles y pacientes fue estadísticamente significativa, no 
se considera clínicamente relevante puesto que la variación fue sólo de 5 años. en 
lo que corresponde al nivel de estudios, cabe destacar que primaron los estudios 
superiores entre controles y los primarios entre pacientes, hecho que hubiera sido 
deseable controlar reclutando una muestra más homogénea, ya que en la pobla-
ción general con fibromialgia predominó un nivel de estudios bajo, factor que se 
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ha asociado con la ideación suicida. con respecto a la situación laboral, cabe seña-
lar que existió mayor porcentaje de sujetos trabajando en el grupo control, mien-
tras que entre los pacientes predominaron la baja laboral y la invalidez permanente, 
circunstancia inevitable puesto que la fibromialgia es una enfermedad crónica in-
validante. no obstante, estas disparidades fueron controladas en el análisis de los 
datos. tampoco se estudiaron las comorbilidades de los pacientes con fibromialgia, 
por lo que no se puede saber si, a mayor número de síntomas asociados mayor 
presencia de ideación o riesgo suicida.

Por último se debe recordar que en la muestra de estudio ningún sujeto del 
grupo control manifestó ideación suicida, por lo que se realizó una aproximación 
simulando que un único individuo de este grupo hubiera puntuado positivamente 
en este ítem, para facilitar el análisis de los resultados.

a pesar de las limitaciones mencionadas, podemos concluir que la ideación sui-
cida y el riesgo de suicidio son prevalentes en pacientes con fibromialgia, siendo 
los factores psicosociales más influyentes que los propios de la enfermedad, excep-
tuando la sintomatología depresiva, componente que mayor asociación muestra con 
la ideación suicida. sería deseable realizar estudios adicionales para desarrollar es-
trategias dirigidas a prevenir las conductas suicidas en pacientes con fibromialgia.
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capítulo 7

Comparison between
a gluten-free diet versus
a hypocaloric diet among patients 
with fibromyalgia experiencing
gluten sensitivity symptoms:
Preliminary results of a pilot,
open-label, randomized clinical 
trial

Slim M, Molina-Barea R, García-Leiva JM,
Rodríguez-López CM, Morillas-Arqués P,
Rico-villademoros F, Calandre EP

Abstract

Background. Fibromyalgia is a chronic musculoskeletal pain syndrome char-
acterized by a broad spectrum of manifestations. Patients with fibromyalgia fre-
quently suffer symptoms similar to those experienced by patients with gluten-re-
lated disorders, raising the possibility that some patients with fibromyalgia could 
experience underlying gluten sensitivity. this study aims to evaluate the effects 
of a gluten-free diet as compared to a hypocaloric diet among patients with fi-
bromyalgia.

methods. adult patients with fibromyalgia presenting overlapping gluten sen-
sitivity symptoms were randomly allocated to receive gluten-free diet (n= 29) or 
hypocaloric diet (n= 29) over 24 weeks. the primary outcome measure was the 
mean change in the number of experienced gluten sensitivity symptoms. sec-
ondary outcome measures included the mean changes in the Body Mass index, 
revised Fibromyalgia impact Questionnaire, Pittsburgh sleep Quality index, Brief 
Pain inventory, Beck Depression inventory-ii, state-trait anxiety inventory, short-
Form Health survey and Patient Global impression scale of severity. other sec-
ondary outcome measures included the frequency of potential adverse events 
and the proportion of responders according to Patient Global impression scale 
of improvement.

results. the mean change in the total number of gluten-sensitivity symptoms 
between baseline and study endpoint didn’t differ significantly between the GFD 
and HcD groups (–2.41±2.52 vs. -2.48±2.97, respectively, p= 0.6823), whereas sig-
nificant time-dependent drop in the number of these symptoms was seen in both 
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groups (p< 0.0001). a more significant drop in the BMi was seen in the HcD group 
as compared to GFD group (–0.9±1.4 vs. –0.7±1.1, respectively, p= 0.0163). time-sig-
nificant changes were obtained in both dietary groups with respect to the scores of 
FiQr, PsQi and BPi-severity. PGi scores didn’t differ significantly between the two 
groups (p= 0.3152) and both dietary interventions were well tolerated.

conclusion. the adoption of GFD in our study has been associated to time-
dependent decrease in the number of gluten sensitivity symptoms. the non-sig-
nificant differences in these outcomes between GFD and HcD indicate the lack 
of any specificity for the GFD as previously hypothesized. the benefit from GFD 
might be limited to a subgroup of patients with fibromyalgia whose specific clin-
ical profile warrant further investigation.

Keywords: Fibromyalgia, gluten sensitivity symptoms, gluten-free diet, hypocaloric 
diet, randomized clinical trial

Introduction

Fibromyalgia syndrome is a chronic musculoskeletal pain disorder that affects 2-5% 
of the general population [22]. chronic generalized musculoskeletal pain, the cardi-
nal symptom that defines this syndrome, is characterized by a bilateral nature af-
fecting the left and right sides of the body in addition to the regions below and 
above the waist [33]. although pain is the prominent feature of fibromyalgia, other 
disabling symptoms, such as morning stiffness, sleep disturbances, chronic fatigue, 
cognitive difficulties, balance problems, psychological distress (depression and/or 
anxiety) and hypersensitivity to environmental stimuli, coexist with it and contrib-
ute to a more complex clinical presentation [2].

the diagnosis of fibromyalgia is established based on a clinical evaluation of 
patients. initial diagnostic criteria were proposed by smythe in 1972 and 1977 [34, 
35] followed by the set of diagnostic criteria suggested by Yunus et al. in 1981 
[45]. However, it was not until 1990 that the first official diagnostic criteria for fi-
bromyalgia were suggested by the american college of rheumatology (acr) [44], 
requiring the presence of tenderness in at least 11 out of 18 musculoskeletal ten-
der points lasting a minimum of 3-month period. these criteria were later modi-
fied in 2010 by introducing the Widespread Pain index (WPi) without the require-
ment to explore tender points, and adding a symptom severity scale (ss) that 
evaluates the intensity of fatigue, sleep problems, cognitive dysfunction, and other 
somatic symptoms [43]. eventually, the 2010 preliminary diagnostic criteria were 
further modified in 2011 by proposing the new Fibromyalgia symptom scale (Fs) 
which combines the WPi and modified-ss scales in an attempt to facilitate self-
administration by patients [42].

Gastrointestinal manifestations, frequently reported by patients with fibromy-
algia, were first referred to as iBs-like symptoms [45].they were initially attributed 
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to the common comorbidity between fibromyalgia and iBs, which has been shown 
to range between 32% and 81% [13, 36, 40]. However, a considerable proportion of 
patients with fibromyalgia present non-specific gastrointestinal symptoms [19, 38], 
which are not sufficient to establish a diagnosis of iBs. thus, a complete under-
standing of the mechanisms underlying the appearance of these manifestations is 
not yet established and several factors could be involved among which is the hy-
persensitivity to food components such as gluten.

Gluten-related disorders encompass a spectrum of conditions that include wheat 
allergy, celiac disease, dermatitis herpetiformis, gluten ataxia and non-celiac glu-
ten-sensitivity (ncGs) [28]. celiac disease and non-celiac gluten sensitivity share a 
wide array of clinical manifestations (despite the autoimmune nature of the for-
mer and the possible immune-mediated nature of the latter) so that they cannot 
be clinically distinguished. these manifestations include gastrointestinal symptoms 
such as diarrhea, abdominal pain, bloating and extraintestinal symptoms such as 
tiredness, fatigue, foggy mind, bone pain, headache, anemia, depression and anx-
iety [16, 21, 28].

a considerable overlap in the symptomatology spectrum of fibromyalgia and 
gluten-related disorders exists [10] suggesting a possible role of gluten sensitivity 
in at least a subgroup of patients with fibromyalgia who present gastrointestinal 
manifestations [31]. Furthermore, the increased susceptibility to multiple chemical 
sensitivity disorders [32] and the frequent hypersensitivity to food components ex-
perienced by patients with fibromyalgia [6, 20] support the notion of questioning 
the potential role for gluten sensitivity in the appearance of gastrointestinal symp-
toms among this group of patients.

symptomatic aggravation secondary to the intake of specific foods is a com-
monly perceived ideation of a considerable proportion of patients with fibromy-
algia who also believe that dietary interventions are linked to a significant symp-
tomatic benefit [11]. thus, a general tendency exists toward adopting dietary 
interventions by up to 30% of patients with fibromyalgia [3]. several attempts 
have been undertaken to investigate the benefit of several dietary interventions 
such as vegetarian diet, vegan diet, elimination diet and Mediterranean diet with 
variable outcomes being reported [4]. also, the high prevalence of overweight in 
fibromyalgia and the positive correlation between the body mass index and func-
tional difficulties and physical dysfunction [1, 17, 18, 46] lead to the subsequent 
investigation of the effects of balanced deficit diets promoting weight loss in fi-
bromyalgia which was shown to be linked to pain reduction and improvement 
of quality of life [29, 30].

randomized controlled clinical trials investigating the role of dietary interven-
tions in fibromyalgia are scanty and to date, the role of gluten-free diet (GFD) 
in fibromyalgia has not been investigated in any randomized-controlled trial. We 
designed a randomized controlled pilot clinical trial to compare the effects of 
GFD as compared to a hypocaloric diet (HcD) among patients with fibromyal-
gia presenting overlapping manifestations of gluten sensitivity. the primary ob-
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jective was to compare the effects of these dietary interventions on the number 
of experienced gluten sensitivity symptoms. secondary objectives included com-
paring the effects of these diets on fibromyalgia symptoms (including the im-
pact and the severity of the disease), sleep problems, pain intensity, depression, 
anxiety, quality of life and tolerability. the current communication reports the 
preliminary results of a sample of 64 patients who were recruited into our study 
before september of 2013.

Methods

this pilot study was a single-center, randomized, open-label, parallel-group, 24-week 
clinical trial. eligible patients were randomly assigned to receive a gluten-free or a 
hypocaloric diet added to their current therapeutic regimen. all subjects underwent 
a baseline assessment during which patients’ demographic and clinical data, medi-
cal history, and current pharmacologic therapies were recorded. a thorough expla-
nation of the corresponding diet was ensured to reinforce the adequate adherence 
to the diet. a detailed reference document, which included a comprehensive ex-
planation, of each diet was provided to every participant. Participants allocated to 
any of the two interventions were instructed about the importance of the strict 
compliance to the diet as transgressions, whether voluntary or involuntary, could 
eliminate any potential benefit and represent a protocol violation.

inclusion criteria were the following: adult patients diagnosed with fibromyal-
gia according to the acr 2010 diagnostic criteria [43], presenting at least 5 from 
a total of 14 gluten sensitivity symptoms (table 1) and negative transglutaminase 
antibodies serological testing. exclusion criteria included the presence of any dis-
ease that could prevent them from following any of the anticipated diet protocols, 
current or previous history of substance abuse and pregnancy or lactation. this 
study was carried out at the institute of neuroscience at the university of Gra-
nada, a tertiary health care center. Participants were referred to our investigation 
group from patients’ associations or by their physicians. all study subjects provided 
a signed informed consent to participate in the current study which was approved 
by the Medical ethics committee of the university of Granada. the trial registra-
tion number is nct01881360.

Patients were followed up during 24 weeks. During the first 12 weeks of the 
study, a follow-up by phone was performed two weeks following randomization 
and an evaluation visit was scheduled every 4 weeks and patients were instructed 
to maintain their current therapeutic regimen without any modification. During the 
second 12 weeks of the study, an evaluation visit was scheduled every 6 weeks. Dos-
age adjustments of pharmacologic treatments, if necessary, could be made by the 
investigator on week 12 of the study and later maintained constant until the end 
of the study. the flow chart in Figure 1 illustrates the participants’ flow through-
out the study.
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the primary outcome measure was the mean change in the number of experi-
enced gluten sensitivity symptoms between baseline and study endpoint. secondary 
outcome measures included the mean changes between baseline and study endpoint 
in the Body Mass index (BMi), revised Fibromyalgia impact Questionnaire (FiQr), 
Pittsburgh sleep Quality index (PsQi), Brief Pain inventory (BPi), Beck Depression 
inventory-ii (BDi-ii), state-trait anxiety inventory (stai), short-Form Health sur-
vey (sF-12) and Patient Global impression scale of severity. all outcome measures 
were tested using spanish-validated instruments [25, 26, 27, 37, 41]. other second-
ary outcome measures included the frequency of potential adverse events and the 
proportion of responders according to Patient Global impression scale of improve-
ment. Follow-up assessment visits were scheduled on weeks 4, 8, 12, 18, and 24.

Baseline demographic and clinical characteristics of the participants of both 
groups were analyzed using descriptive statistics. Data were analyzed in a mod-

Gastrointestinal symptoms abdominal pain

Bloating

Diarrhea/constipation or alternation of both

lactose intolerance

alteration in the hepatic function1

nausea and/or vomiting

Dyspepsia

Pyrosis

steatorrhea

extra-intestinal symptoms Paresthesias

cutaneous lesions2

ankle edema

Weight changes

reproductive disorders3

anemia

 1. Alterations in the normal hepatic function detected in previous analytical testing reported 
by the patient.
 2. Oral aphthous ulcers /dermatitis/frequent itching.
 3. Late menarche/ irregular menstruation/early menopause/spontaneous abortions/fertility 
problems.

table 1. List of gluten sensitivity symptoms
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ified intention-to-treat (itt) population; patients who completed at least one 
visit following diet initiation were included in the final analysis and missing val-
ues were imputed using the last observation carried forward (locF). For the 
continuous variables with normal distribution, the comparison between the two 
groups was conducted using student’s t test. two-way repeated measures anal-
ysis of variance (anova) was used to evaluate the significance of the partic-
ipants’ evolution within each group and between the two groups by compar-
ing the differences of paired data scores at different time points compared to 
baseline. Fisher’s exact test or chi-squared test were used for analyzing qualita-
tive outcome variables such as PGi and adverse events data. a p-value <0.05 was 

Figure 1. Flow chart of the study
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considered statistically significant. statistical analysis was performed using Graph-
pad Prism® 5 for Windows, version 5.04 (GraphPad software, san Diego califor-
nia usa, www.graphpad.com).

Results

among the first 64 patients recruited into our study, 6 patients were excluded and 
58 were randomly allocated to one of the two diets: GFD (n= 29) and HcD (n= 
29) (Figure 1). Patients’ baseline demographic and clinical characteristics are shown 
in table 2. ten patients from the GFD group failed to complete the study as com-
pared to 8 patients from the HcD. reasons of withdrawal are illustrated in Figure 
1, with the loss of follow-up being the most frequent cause.

the mean change in the total number of gluten-sensitivity symptoms be-
tween baseline and study endpoint didn’t differ significantly between the GFD 
and HcD groups (–2.41±2.52 vs. -2.48±2.97, respectively, p= 0.6823), whereas sig-
nificant drop in the number of these symptoms was seen in both groups with 

table 2. Baseline demographic and clinical characteristics 

GFD (n=29) HcD (n= 29)

Gender

F

M

n (%)

29 (100%)

0

n(%)

27 (93.1%)

2 (6.9%)

age 52.1 ±  6.7 51.6 ±  9.1

Gluten-sensitivity symptoms 12.7 ±  2.6 12.5 ±  2.3

BMi 27.3 ±  6.3 31.2 ±  5.5

FiQr 72.4 ± 15.7 71.7 ± 15.1

PsQi 16.1 ±  3.2 15.0 ±  3.5

BPi-sev  6.9 ±  1.7  7.1 ±  1.3

BPi-interf  7.5 ±  1.6  7.4 ±  1.6

BDi-ii 31.7 ± 11.4 30.5 ± 11.9

stai (state) 37.0 ± 11.4 36.9 ± 11.8

stai (trait) 40.5 ± 10.2 39.6 ± 11.3

sF-12 Physical 27.9 ±  4.7 27.1 ±  6.0

sF-12 Mental 31.4 ±  9.0 33.2 ± 12.1

Data are expressed as mean ± standard deviation
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Figure	  2.	  Change	  in	  the	  number	  of	  gluten	  sensitivity	  symptoms
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respect to time (p< 0.0001) (Figure 2). results of the secondary outcomes meas-
ures are presented in table 3. a more significant drop in the BMi was seen in 
the HcD group as compared to GFD group (–0.9±1.4 vs. –0.7±1.1, respectively, 

Figure 2. Change in the number of gluten sensitivity symptoms.

Figure 3. Patient global impression saclae of improvement on week 24.
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Week

Outcome

Baseline Week 4 Week 8 Week 12 Week 18 Week 24
Mean 

change*

p-values
Interaction
Time
Treatment

BMi (Kg/
m2)

GFD 27.3 ± 6.3 26.5 ± 5.9 26.9 ± 6.1 26.7 ± 6.0 26.6 ± 6.0 26.6 ± 6.0 -0.7 ± 1.1 0.5660
< 0.0001
0.0163HcD 31.2 ± 5.5 30.6 ± 5.3 30.4 ± 5.4 30.3 ± 5.4 30.3 ± 5.4 30.2 ± 5.3 -0.9 ± 1.4

FiQR GFD 72.4 ± 15.7 67.1 ± 19.6 68.9 ± 17.0 68.6 ± 14.6 65.5 ± 16.8 63.7 ± 18.3 -8.7 ± 12.2 0.8696
0.0002
0.9040HcD 71.7 ± 15.1 67.2 ± 19.1 66.8 ± 17.1 66.5 ± 19.4 65.6 ± 20.4 65.2 ± 21.2 -6.5 ± 16.3

PSQi GFD 16.1 ± 3.2 14.0 ± 4.1 14.5 ± 3.5 14.6 ± 3.3 14.1 ± 3.7 15.1 ± 3.2 -1.0 ± 3.2 0.2172
0.0114
0.8031HcD 15.0 ± 3.5 14.4 ± 4.1 15.0 ± 3.8 13.9 ± 4.8 14.3 ± 4.5 14.4 ± 4.6 -0.6 ± 4.6

BPi-Sev GFD  6.9 ± 1.7  6.5 ± 2.2  6.2 ± 2.0  6.6 ± 1.9  6.4 ± 2.1  6.4 ± 2.2 -0.5 ± 1.5 0.9514
0.0062
0.8405HcD  7.1 ± 1.3  6.6 ± 1.9  6.5 ± 1.6  6.5 ± 1.8  6.4 ± 2.0  6.4 ± 2.1 -0.6 ± 1.6

BPi-int GFD  7.5 ± 1.6  7.2 ± 2.0  7.2 ± 1.6  7.3 ± 1.6  6.8 ± 2.1  7.0 ± 2.0 -0.5 ± 1.7 0.7273
0.0548
0.7035HcD  7.4 ± 1.6  6.9 ± 2.1  7.0 ± 1.8  6.9 ± 2.0  7.0 ± 2.2  6.8 ± 2.1 -0.6 ± 1.4

BDi-ii GFD 31.7 ± 11.4 30.6 ± 13.4 30.6 ± 11.5 31.0 ± 11.8 29.3 ± 12.7 28.9 ± 11.8 -2.8 ± 7.4 0.7636
0.3832
0.7218HcD 30.5 ± 11.9 28.6 ± 11.9 29.1 ± 12.1 28.9 ± 11.8 29.6 ± 13.6 29.0 ± 13.3 -1.6 ± 9.3

STAi S/A GFD 36.9 ± 11.4 37.4 ± 11.0 37.9 ± 9.1 38.8 ± 11.2 36.1 ± 11.4 37.8 ± 10.4  0.9 ± 10.8 0.7523
0.7897
0.9337HcD 36.9 ± 11.8 37.8 ± 11.2 38.3 ± 10.8 37.8 ± 11.5 38.3 ± 12.1 37.2 ± 10.7  0.4 ± 9.7

STAi T/A GFD 40.5 ± 10.2 41.1 ± 9.1 41.3 ± 9.3 41.9 ± 8.4 40.1 ± 9.4 40.9 ± 8.7  0.3 ± 9.9 0.3407
0.2291
0.3899HcD 39.6 ± 11.3 38.5 ± 10.2 40.5 ± 9.3 39.4 ± 10.9 39.3 ± 10.8 36.6 ± 9.9 -3.0 ± 9.1

SF-12 PCS GFD 27.9 ± 4.7 28.9 ± 4.9 28.9 ± 5.4 28.8 ± 5.2 28.0 ± 4.6 29.2 ± 5.0  1.3 ± 5.0 0.4355
0.0523
0.9495HcD 27.1 ± 6.0 27.5 ± 5.3 29.0 ± 6.4 28.6 ± 5.6 29.1 ± 5.7 29.9 ± 5.3  2.7 ± 5.9

SF-12 MCS GFD 31.4 ± 9.1 29.4 ± 9.1 31.4 ± 8.3 30.7 ± 9.7 31.2 ± 10.7 32.7 ± 10.4  1.3 ± 8.3 0.3779
0.9275
0.4062HcD 33.2 ± 12.1 33.9 ± 13.4 32.0 ± 11.3 34.1 ± 12.0 33.9 ± 12.1 32.7 ± 12.1 -0.5 ± 9.1

table 3. Changes in secondary outcomes measures throughout the study.

Data are expressed as mean ± standard deviation.
*Mean change between baseline and end point.
BDI-II: Beck-depression inventory-II.     BMI: body mass index.     
BPI: brief pain inventory.      FIQR: revised fibromyalgia impact questionnaire.
GFD: gluten-free diet.     HCD: hypocaloric diet.
MCS: mental component scale.     PCS: physical component scale.
PSQI: Pittsburgh sleep quality index.      SF-12: short-form health survey.
STAI: State-Trait anxiety inventory.      S/A: state anxiety;     T/A: trait anxiety.
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p= 0.0163). similar to the results obtained with the primary outcome measure, 
only time-significant changes were seen in both dietary groups with respect to 
the scores of FiQr, PsQi and BPi-severity. neither time nor treatment effects 
were seen with the remaining outcome measures scores (BPi-interference, BDi-
ii, stai and sF-12).

By the end of the study, PGi scores (Figure 3) didn’t differ significantly between 
the two groups (p= 0.3152), whereby 34% of patients in the GFD group reported 
an overall improvement as compared to 48% in the HcD. no change was reported 
by 27% and 14% of patients in the GFD group and HcD group, respectively. only 
3% of patients in the GFD group reported worsened global impression as compared 
to 7% in the HcD group. Both dietary interventions were highly tolerable and no 
adverse events were reported by any of the patients in both groups.

Discussion

the results of our current study demonstrated the absence of any significant di-
fferences between gluten-free and hypocaloric diets with respect to the change in 
the number of experienced gluten sensitivity symptoms (gastrointestinal and ex-
traintestinal), fibromyalgia symptoms (including the impact and the severity of 
the disease), sleep problems, pain intensity, depression, anxiety, and quality of life 
when adopted by patients with fibromyalgia experiencing overlapping gluten sensi-
tivity symptoms. statistically significant drop in the total number of gluten sensiti-
vity symptoms with respect to time (p< 0.0001) was encountered in both groups. 
However, despite its specificity, GFD was not superior to HcD in reducing the num-
ber of these manifestations. these results do not support the presence of a rele-
vant role for gluten sensitivity in the underlying pathophysiology of gastrointesti-
nal symptoms in fibromyalgia.

the absence of specific biomarkers for the diagnosis of gluten sensitivity has 
advocated the utilization of “diagnosis by exclusion”, in which gluten is excluded 
from the diet of the subject for a prespecified period of time, followed by a period 
of rechallenge while monitoring for symptomatologic changes [28]. thus, evaluat-
ing the potential role of gluten sensitivity in fibromyalgia is possible only through 
the adoption of a GFD while closely monitoring and evaluating the progress of the 
study participants. although the benefit of GFD has not been yet investigated in 
any randomized clinical trial in fibromyalgia, three clinical studies have been pub-
lished with this dietary intervention.

in the first study, the adoption of GFD by seven patients with fibromyalgia diag-
nosed with comorbid celiac disease over a 12-month period led to significant clin-
ical improvement not only in celiac symptoms but also in fibromyalgia symptoms 
(51-60% drop in tender points count, FiQ, pain and tiredness) and health-related 
quality of life [23]. in the second study that aimed to evaluate the effects of GFD 
in 97 patients diagnosed with fibromyalgia and iBs, clinically significant improve-
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ment (tender points, FiQ, pain, fatigue, and Gi symptoms) was seen only among 
those who were diagnosed with comorbid lymphocytic enteritis (le), whereas pa-
tients presenting with normal intestinal mucosa didn’t show any improvement [24]. 
in the third study, preliminary results of a case-series of selected patients with fi-
bromyalgia and le suggested an improvement after gluten elimination from the diet 
[12]. However, patients included in this study also received supplements of multi-
vitamins and minerals in addition to placing some of them on a lactose-free diet. 
therefore, it can be concluded that any possible contribution of gluten sensitivity 
to fibromyalgia symptomatology could be assumed on exceptional basis, whereby 
only patients with fibromyalgia pertaining specific clinical characteristics (such as 
celiac disease or le) could benefit from a GFD.

an emerging hypothesis for the role of “non-celiac wheat sensitivity” (ncWs), a 
broader clinical entity than ncGs, is currently endorsed as being the possible expla-
nation of the benefit experienced by those who eliminate gluten from their diet [8]. 
it has been postulated that the triggers of ncGs symptoms are not limited to the 
gliadin, non-gliadin parts of gluten or gluten contaminants but rather they might 
extend to include other wheat components such as amylase-trypsin inhibitors or 
fermentable oligo-, di-, mono-saccharides and polyols (FoDMaPs) [14]. FoDMaPs 
are encountered in a wide variety of food components such as fruits, vegetables 
and cereals, which points out to the fact that they are usually consumed in com-
bination from various sources [7]. these observations along with the current find-
ings of our study suggest a potential role of broader spectrum of sensitivities that 
extends beyond gluten to include FoDMaPs as well. ncWs might constitute an-
other conditional feature, besides celiac disease or le, whose presence might de-
fine the subgroup of patients with fibromyalgia who could benefit from a GFD or 
FoDMaPs-free diet. this reasoning encourages undertaking the adequate investi-
gations to explore any possible role of these nutritional constituents in fibromyal-
gia using a randomized controlled study design.

as expected, a more significant drop in the BMi has been seen in the HcD group 
as compared to GFD group (–0.9±1.4 vs. –0.7±1.1, respectively, p= 0.0163). it is note-
worthy the drop in the BMi among patients placed on GFD. While there is no sci-
entific evidence supporting weight control using GFD, it is known that adherence 
to GFD is linked to a dietary pattern that limits the intake of certain foods such as 
lower intake of carbohydrates, fibers and certain minerals [15]. on the other hand, it 
has been reported that there is a trend in replacing the gluten-derived carbohydrates 
in GFD with increased consumption of fats, proteins and hypercaloric beverages [39], 
which explains the hypercaloric content of GFD and the subsequent weight gain re-
ported in several studies [9, 39]. in our study protocol, patients assigned to GFD in-
tervention were informed of the absence of any caloric restriction for this diet and 
elimination of gluten, in its various forms, is the only governing regulation. However, 
the complexity of compliance to dietary interventions and the minimal ability to 
control the quantity of caloric consumption of those patients who were placed on 
GFD could have contributed for this drop in the average BMi.
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With respect to the remaining secondary outcomes measures, it is evident that 
both dietary interventions were linked to a time-significant improvement in the 
FiQr, PsQi and BPi-severity scores. However, no differences were found between 
the two interventions. no beneficial effects were encountered with both interven-
tions on pain interference, depression, anxiety and global health. two clinical stud-
ies have also showed a significant benefit of adopting a hypocaloric diet by patients 
with fibromyalgia. in the first pilot non-randomized study, hypocaloric diet (1200-
1500 cal/day) was effective in reducing pain, pain interference, and body dissatisfac-
tion, as well as in improving quality of life [30]. in the second clinical study which 
was of randomized design, obese patients with fibromyalgia, who were randomly 
assigned to 6-month dietary weight loss group, experienced a more significant im-
provement in the FiQ, sleep quality, depression, quality of life and tender points 
count as compared to those who were assigned to the no weight loss group [29].

to our knowledge, the current pilot study is the first randomized controlled 
trial that evaluates the effects of a GFD on the gluten sensitivity symptoms among 
patients with fibromyalgia. However, our pilot study is not void of some limita-
tions. the lack of any validated scale that evaluates the severity of these symp-
toms, both gastrointestinal and extraintestinal, constrained the authors to assem-
ble a non-validated instrument represented in the clinical evaluation of a list of 
relevant symptoms and signs of gluten sensitivity. Furthermore, the lack of sample 
size calculation, due to the absence of previous data related to our primary out-
come measure, is another limitation preventing us from controlling the power of 
the current study. another limitation to the study is the lack of blinding, due to 
the dietary nature of the interventions adopted in our study which makes it un-
feasible to implement blinding techniques.

Gastrointestinal symptoms are highly prevalent among patients with fibromy-
algia. While the adoption of GFD in our study has been associated to beneficial 
outcomes in reducing gluten sensitivity related symptoms with respect to time 
only, the non-significant differences in these outcomes as compared to HcD indi-
cate the lack of any specificity of this diet as previously hypothesized. the results 
of the current study along with the outcomes of other investigations support a 
beneficial role of GFD among a subgroup of patients with fibromyalgia whose spe-
cific clinical profile that determines their response to the dietary intervention are 
yet to be investigated.
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capítulo 8

Analysis of the questionnaires 
LANSS, DN4 and brief pain
inventory (BPI) in the detection 
and evaluation of peripheral
neuropathic pain

Hamdan A, Luna JD, Gálvez R, del Pozo E

Abstract 

aims: to compare the diagnostic accuracy of the lanss and the Dn4 ques-
tionnaires for the detection and evaluation of peripheral neuropathic pain in the 
spanish population, to analyze in detail the diagnostic quality of each item in these 
questionnaires and to determine variables of type, socio-demographic, clinical, phar-
macologic and neuropathic pain diagnosis that can be associated with pain inten-
sity and interference with the activities of daily living, both assessed using the brief 
pain inventory (BPi).

methods: a total of 192 patients (n = 121 with peripheral neuropathic pain 
and n = 71 with nociceptive pain) were enrolled. We compared the validity of the 
Dn4 and lanss questionnaires by studying sensitivity and specificity and using re-
ceiver operating characteristic (roc) curve analysis. We also analyzed the validity 
of each item in the questionnaires. We compared pain intensity and pain inter-
ference in daily activities among groups of pain. also, we performed different as-
sociation and prediction analysis to determine the factors that may affect the in-
tensity of pain and quality of life and to evaluate possible associations between 
neuropathic pain descriptors with different items of the (BPi).

results: the estimated area under the roc curve (95% ci) was 0.989 (0.977-
1) for the Dn4 questionnaire and 0.973 (0.956-0.991) for the lanss questionnaire. 
the area under the roc curve was significantly larger for the Dn4 than the lanss 
questionnaire (p < 0.05). analyses of specific items showed that tingling and numb-
ness in the Dn4 tool, and light touch pain and altered pinprick threshold in the 
lanss scale, were the most important features of neuropathic pain. the lanss 
score was positively associated (p<0.05) with the intensity of pain in BPi, being 
the lanss items «light touch pain» and «altered pinprick threshold» strong pre-
dictors (p<0.05). although Dn4 score does not predict the intensity of pain, the 
items «painful cold» and «itching» were positively associated (p<0.05) with several 
items of pain intensity dimension in BPi. in BPi questionnaire, the different items 
for measuring the interference in daily activity were strongly associated with pain 
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intensity average (BPi), but not with lanss or Dn4 scores, neither with specific 
items in these questionnaires

Conclusions: the Dn4 questionnaire is especially recommended for the iden-
tification of patients with peripheral neuropathic pain component in clinical prac-
tice, while the lanss questionnaire also provides information on the intensity. in 
the other hand, it is the pain intensity, rather than the characteristics of the same, 
which predicts the interference with activities of daily living. 

Introduction 

Despite the high incidence of neuropathic pain in clinical practice (1–7), espe-
cially the mixed pain, where neuropathic pain is associated with nociceptive, the 
complexity of neuropathic pain, and the circumstances surrounding it make its 
diagnosis often wrong and late, so that the successful treatment still remains 
distant in many cases, to the point where obtained relief rarely exceeds 60% in 
properly treated cases (8). therefore, it is important to diagnose and properly 
treat neuropathic pain, because this entity requires a different analgesic treat-
ment (9–17). 

until recently, the pain has been evaluated in its intensity and other accompa-
nying phenomena with general pain questionnaires, which do not allow a clear dis-
tinction between nociceptive and neuropathic pain, so there is a need to develop 
and use specific questionnaires for neuropathic pain (18). there are few validated 
scales to spanish language for the detection of neuropathic pain. the first was the 
lanss questionaire (19), and then the Dn4 (20), a recent neuropathic pain scale 
of great use by most authors. although these assessment tools have been com-
pared in other languages   and countries (21,22), no studies of that kind have been 
done in spain, therefore, comparative studies of different neuropathic pain ques-
tionnaires validated to spanish are needed, to determine whether they are inter-
changeable in clinical practice and / or what degree of validity dose the different 
scales provide. also, we do not have information about studies that measure the 
diagnostic accuracy of each item in the questionnaires. 

traditionally most therapeutic trials in patients with chronic pain have focused 
on the evaluation of pain reduction (23). also it is recommended to assess the 
presence of sleep disorders, functional capacity and quality of life in general (24). 
several generic questionnaires were designed to measure the quality of life related 
to health of patients with chronic diseases that have been validated for patients 
with pain, and allow comparison with a reference population and other patient 
groups (25).

in clinical practice, it is recommended to evaluate the quality of life of patients 
with pain with an overall scale validated to spanish, being of choice the sF-36 
(Mos 36-item short-form health survey) (26), the nHP (nottingham Health Pro-
file ) (27) and brief pain (BPi, the brief Pain inventory) (28). it is recommended 
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that if the scales do not include mood, sleep or functional capacity, they should 
be evaluated separately (24,29). 

the spanish adaptation of the (BPi) questionnaire has proved to be a valid ver-
sion for use in clinical practice, keeping the dimensions of original version (28,30,31). 
it is a simple, brief and includes the above questions. in this work, the analysis of 
the spanish validation of this version (28) included only the items of the dimen-
sions’ pain intensity ‘and’ interference in the activities of daily life. the full ques-
tionnaire administration, yields more accurate information about the characteristics 
of pain; however, when the goal is to get a faster and accurate assessment of the 
intensity of pain and its impact on activities of daily living for subsequent com-
parison of groups or assessment of changes in patients, is sufficient to administer 
the 11 items that constitute the two dimensions (28).

although the brief pain has been used in patients with diabetic neuropathic 
pain (32), no studies have been conducted to analyze the impact of socio-demo-
graphic and pharmacological and clinical variables with the two dimensions of the 
questionnaire BPi above referred in patients with neuropathic pain in the spanish 
population. special attention is needed in studying whether the existence of neu-
ropathic pain, detected by clinical diagnosis by specialists or after examination of 
the scores obtained with neuropathic pain questionnaires; Dn4 or lanss is asso-
ciated with variables averages obtained after administration of BPi questionnaire. 
this will yield information on whether lanss and Dn4 scale and besides facilitat-
ing the detection of neuropathic pain, also can assess the degree of pain and dis-
tortion produced in daily activities.

main objEctivEs

 — to compare the diagnostic accuracy of lanss and Dn4 questionnaire for 
the detection and evaluation of peripheral neuropathic pain in the span-
ish population.

 — to analyze in details the diagnostic quality of the different items of the ques-
tionnaires Dn4 and lanss.

 — Determine variables of type of, socio-demographic, clinical, pharmacologic 
and neuropathic pain diagnosis that can be associated with pain inten-
sity and interference of pain with the activities of daily life, both assessed 
using the Brief pain inventory (BPi).

sEcondary objEctivEs 

 — to evaluate the characteristics and intensity of pain and quality of life of 
patients with chronic peripheral pain through lanss, Dn4 and BPi ques-
tionnaires.
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 — to analyze the possible association between the descriptors of neuropathic 
pain in lanss and Dn4 questionnaire with items of brief pain (BPi).

Patients and methods

type of study: epidemiological, cross-sectional and observational study. a notebook 
for data collection to record information of the different variables and the ques-
tionnaires lanss, Dn4 and brief pain (BPi) was developed. a total of 192 conse-
cutive patients (n = 121 with peripheral neuropathic pain, and n = 71 with noci-
ceptive pain) were seen in the Pain units at the reina sofía Hospital (córdoba) 
and the virgen de las nieves Hospital (Granada), between april 2012 and april 
2013. For statistical analysis, stata 11.5 was used. an initial descriptive analysis of 
frequency distribution was done for the main studied variables. 

to carry out comparisons between groups of pain (neuropathic and nocicep-
tive) with each of the variables, (neuropathic pain, descriptors existing in the Dn4 
and questionnaire lanss and also to the characteristics of daily life), two separate 
analyzes were performed: when the variable was numeric, a mean comparison test 
with the t student test was conducted, when the variable was categorical, analysis 
of the corresponding contingency table using the chi square test was carried out 
and if their conditions were not met, Fisher’s test was used.

 the validity of Dn4 and lanss questionnaires was compared by analyzing 
sensitivity and specificity and using a receiver operating characteristic (roc). the 
validity of each item of the questionnaire was also analyzed. Furthermore pain in-
tensity and pain interference in daily activities among pain groups was compared. 
in addition, different association and prediction analysis were done to determine 
the factors that may affect the intensity of pain and quality of life and to evalu-
ate possible associations between the descriptors of neuropathic pain with differ-
ent items of (BPi).

Results

a total of 192 patients were recruited. there was 39 patients (20.31%) with pure 
neuropathic pain, 71 (36.98%) with nociceptive pain and 82 (42%) with mixed 
pain. Most patients (121, 63.02%) had a neuropathic pain component. For pur-
poses of comparison, the patients were grouped into those with pain associated 
with a neuropathic component (nP group) and patients with non-neuropathic 
pain (nnP group).

the demographic and clinical features of the participants are shown in table 1. 
there were no differences in sex, height, weight, body mass index or type of ap-
pointment. Patients in the nnP group were older (p  <  0.001) and their pain has 
lasted longer (p  <  0.001) than in the nP group. educational level was significantly 
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associated with neuropathic pain (p  =  0.012). Patients with neuropathic pain had 
higher vas scores than those with non-neuropathic pain (p  =  0.018). 

table 1. Demographic, baseline and clinical characteristics in patients with neuro-
pathic (NP) and non-neuropathic pain (NNP).

nP (n = 121) nnP (n = 71) p-value

age (years) 58.9±1.2a 69.3±1.3a <0.001

sex, female/male, n (%)
82/39 
(67.8/32.2)

52/19 
(73.2/26.8)

0.425

Height (cm) 163.7±0.6a 161.4±1a 0.067

Weight (kg) 75.9±1.3a 75.7±1.7a 0.926

BMi (kg/m2) 28.4±0.5a 29.1±0.6a 0.444

educational level, n (%) 0.012

none or elementary studies 26 (21.5) 29 (40.9)

Primary education 50 (41.3) 29 (40.9)

secondary education 22 (18.2) 6 (8.5)

vocational training 14 (11.6) 2 (2.8)

Higher education 9 (7.4) 5 (7)

type of appointment, n (%) 0.613

First 35 (28.9) 23 (32.4)

Follow-up 86 (71.1) 48 (67.6)

Duration of pain symptoms (months) 65.9±8.2a 121.5±15.8a 0.001

vas (cm) 6.44±0.14a 5.87±0.19a 0.018

BMi, body mass index; nnP, non-neuropathic pain; nP, neuropathic component pain; vas, visual 
analogue scale (0–10 cm). a, Data are expressed as the mean ± standard error of the mean.

the etiology of pain is summarized in table 2, all patients with pain from ra-
diculopathies, neuralgia, neuropathies, type ii crPs, carpal tunnel syndrome, plex-
opathies and deafferentation were diagnosed as having a neuropathic pain com-
ponent. analysis showed that neuropathic pain was significantly associated with 
radiculopathies, neuralgias (p  <  0.001) and neuropathies (p  <  0.05), whereas there 
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were no significant associations with any of the other etiologies, perhaps because 
of the small numbers of patients with each of these pathologies. Patients who ex-
perienced pain from degenerative osteoarthritis or osteoporosis were all diagnosed 
as having nociceptive (non-neuropathic) pain. analysis showed an inverse relation-
ship between neuropathic pain and these two etiologies (p  <  0.001).

frEquEnciEs of positivE rEsponsEs 
on thE dn4 and lanss quEstionnairEs 

the frequencies of positive responses to each item in the lanss and Dn4 question-
naires were compared between the nP and nnP groups (table. 3). Positive responses 
were significantly more frequent (p < 0.001) in the nP group than the nnP group. 

table 2. Etiology of pain in patients with neuropathic (NP) and non-neuropathic 
pain (NNP)

etiology, n (%) nP (n = 121) nnP (n = 71) p-value

radiculopathies 67 (55.4) 0 <0.001

neuralgia* 19 (15.7) 0 <0.001

Post surgical pain 16 (13.2) 5 (7) 0.185

neuropathies 7 (5.8) 0 0.039

crPs ii 6 (5) 0 0.057

carpal tunnel syndrome 2 (1.7) 0 0.276

Plexopathies 1 (0.8) 0 0.442

Deafferentation pain 1 (0.8) 0 0.442

neoplasia** 1 (0.8) 1 (1.4) 0.701

arthritis 1 2 (2.8) 0.283

osteoporosis and mechanical pain 0 8 (11.3) <0.001

osteoarthritis 0 55 (77.5) <0.001

Frequencies for etiology are presented as n and the percentage (%) calculated for the total 
number of patients in each group of neuropathic component pain (nP) or non-neuro-
pathic pain (nnP).
crPs ii, complex regional pain syndrome type ii
* includes post-herpetic (n=9), trigeminal (n=6) and others (occipital, crural, pudendal) (n=4)
** includes a case of neoplastic plexopathy in a patient with multiple myeloma (nP group) 
and pelvic metastases secondary to prostate tumor (nnP group).
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comparison of thE validity of thE dn4 
and lanss quEstionnairEs

in the lanss questionnaire, the mean  score (± seM) for patients with nP was 
15.7  ±  0.41, with a range from 5 to 24, whereas in patients with nnP the mean 
score was of 5.3  ±  0.39, with a range from 0 to 11. in the Dn4 questionnaire, the 
mean  score (±  seM) for patients with nP was 5.5  ±  0.13 with a range from 1 to 
9, whereas in patients with non-neuropathic pain the mean score was 1.4 ± 0.12 
with a range of 0 to 4. overall, the mean score on both the lanss and Dn4 ques-
tionnaires was significantly higher in patients with neuropathic pain compared to 
the nnP group (p  <  0.001).

etiology, n (%) nP (n = 121) nnP (n = 71) p-value

lanss items, n (%)

1. Pricking, tingling, pins and needles 118 (97.52) 36 (50.70) <0.001

2. skin discoloration 29 (23.97) 0 <0.001

3. light touch pain 92 (76.03) 7 (9.86) <0.001

4. electric shocks, jumping, bursting 86 (71.07) 28 (39.44) <0.001

5. Feeling of altered skin temperature 98 (80.99) 31 (43.66) <0.001

7. altered pinprick threshold 111 (91.74) 18 (25.35) <0.001

Dn4 items, n (%)

1. Burning 89 (73.55) 22 (30.99) <0.001

2. Painful cold 21 (17.36) 2 (2.82) 0.003

3. electric shocks 68 (56.20) 14 (19.72) <0.001

4. tingling 90 (74.38) 2 (2.82) <0.001

5. Pins and needles 83 (68.60) 23 (32.39) <0.001

6. numbness 89 (73.55) 7 (9.86) <0.001

7. itching 54 (44.63) 6 (8.45) <0.001

8. touch hypoesthesia 53 (43.80) 5 (7.04) <0.001

9. Pinprick hypoesthesia 53 (43.80) 6 (8.45) <0.001

10. Brushing 57 (47.68) 9 (12.68) <0.001

Frequencies are presented as n and the percentage (%) calculated upon total patients in 
each group of neuropathic component pain (nP) or non neuropathic pain (nnP).

table 3. Frequency of positive items in patients with neuropathic and non-neuro-
pathic pain
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in the group of patients with neuropathic pain, a cut-off value ≥12 to diagnose 
neuropathic pain with the lanss pain scale had a sensitivity of 80.2% and a specific-
ity of 100%. a cut-off point value ≥4 in the Dn4 questionnaire yielded a sensitivity of 
95% and a specificity of 97.2% (see the confidence intervals in table 4. These results 
indicate a good relationship between the clinical diagnosis and scores on the lanss 
and Dn4 questionnaires with their accepted cut-off values of ≥ 12 and ≥ 4, respectively. 

table 4. Comparison of the validity of the LANSS and DN4 questionnaires in pa-
tients with peripheral neuropathic pain.

lanss (score ≥ 12) Dn4 (score ≥ 4) p-value

sensitivity, % (95% ci) 80.17 (71.9–86.9) 95.04 (89.5–98.2) —

specificity, % (95% ci) 100 (94.9-100) 97.18 (90.2–99.7) —

auc (ci 95%) 0.973 (0.956-0.991) 0.989 (0.977–1.00) 0.048a

auc, area under the curve (roc analysis);ci, confidence interval; Dn4, Douleur neuropathique 
en 4 questions; lanss, leeds assessment of neuropathic symptoms and signs. a Delong’s test.

The estimated area under the roc curves (95% ci) was 0.973 (0.956-0.991) for the 
lanss pain scale and 0.989 (0.977-1), for the Dn4 questionnaire (Fig. 1). The auc for 
the Dn4 questionnaire was significantly greater than for the lanss tool (p  <  0.05). 
Younden’s index was 0.80 for the lanss tool and 0.92, for the Dn4 questionnaire.

Mean administration time (±  seM) was 2.5  ±  0.08 min for the Dn4 tool and 
5.3  ±  0.11 min for the lanss pain scale.

diagnostic quality of Each itEm
in thE spanish vErsion of lanss 
and dn4 quEstionnairEs

the diagnostic quality of each item in the lanss pain scale (cut-off value ≥12) 
and Dn4 questionnaire (cut-off value ≥4) was analyzed for the differential diagnosis 
of neuropathic pain vs. non-neuropathic pain. in each questionnaire we compared 
the sensitivity and specificity as the area under the roc curve for each item. on 
the basis of the variability we observed, we grouped the items into three diagnos-
tic quality categories: high, intermediate and low.

For the lanss scale (Fig. 2), the first group (high diagnostic quality) contained 
the items 3 «light touch pain» and 7 «altered pinprick threshold», for which the 
area under the roc curve was significantly larger (p < 0.05) than for the other items 
(item 3, 0.831; item 7, 0.832). the second group (intermediate diagnostic quality) 
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Figure 1. Receiver operating characteristic (ROC) curves and area under the ROC 
curve (AUC) values for the Spanish version of the Leeds Assessment of Neuro-
pathic Symptoms and Signs (LANSS) and Douleur Neuropathique en 4 ques-
tions (DN4) questionnaires for the differential diagnosis of peripheral neuro-
pathic versus non-neuropathic pain.

Figure 2. Analysis of the validity of each item in the Spanish version of the Leeds 
Assessment of Neuropathic Symptoms and Signs (LANSS) pain scale based on 
a cut-off value of ≥12. The specificity for each item was plotted against its 
sensitivity. LANSS items: item 1, pricking, tingling, pins and needles; item 2, skin 
discoloration; item 3, light touch pain; item 4, electric shocks, jumping, burst-
ing; item 5, burning, hot; item 6, allodynia; item 7, altered pinprick threshold.
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contained items 1 «pricking/tingling/pins and needles», 4 «electric shocks, jump-
ing, bursting», 5 «burning, hot» and 6 «allodynia», for which the area under the 
roc curve was significantly smaller (p  <  0.05) than for the first group but greater 
(p < 0.05) than for the third group (item 1, 0.734; item 4, 0.658; item 5, 0.687; and 
item 6, 0.687). the third group (low diagnostic quality) contained item 2 «skin dis-
coloration», for which the area was significantly smaller (p < 0.05) than for the in-
termediate group (0.620). 

in the Dn4 questionnaire (Fig. 3) the first group (high diagnostic quality) con-
tained items 4 «tingling» and 6 «numbness», with an area under the roc curve 
significantly greater (p < 0.05) than the area for the remaining items (item 4, 0.858; 
item 6, 0.818). the intermediate diagnostic quality group contained items 1 «burn-
ing», 3 «electric shocks», 5 «pins and needles», 7 «itching», 8 «touch hypoes-
thesia», 9 «pinprick hypoesthesia» and 10 «brushing». the area under the roc 
curve for these items was significantly smaller (p  <  0.05) than for the first group 
and significantly greater than for the third group (item 1, 0.713; item 3, 0.682; item 
5, 0.681; item 7, 0.681; item 8, 0.684; item 9, 0.677; item 10, 0.672). the low diag-
nostic quality group contained item 2, with an area under the roc curve signifi-
cantly smaller (p  <  0.05) than that of all other items (0.573).

Figure 3. Analysis of the validity of each item in the Spanish version of the Dou-
leur Neuropathique en 4 questions (DN4) questionnaire based on a cut-off 
value of ≥4. The specificity for each item was plotted against its sensitivity. 
DN4 items: item1, burning; item 2, painful cold; item 3, electric shocks; item 
4, tingling; item 5, pins and needles; item 6, numbness; item 7, itching; item 
8, hypoesthesia to touch; item 9, hypoesthesia to prick; item 10, pain cau-
sed or increased by brushing.
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in the population we studied, pain intensity was greater in patients with a neu-
ropathic component than in those with non-neuropathic pain, which agrees with 
data reported by other authors (unal-cevik, 2010; Harifi et al., 2011). on the other 
hand, the duration of pain was longer in the nnP group than the nP group, which 
agrees with findings reported by Harifi et al. (2010) but not with the results pub-
lished by Bouhassira et al. (2005). non-neuropathic pain is due, in most cases, to 
processes of osteoarthritis and osteoporosis, which are long-lasting. this factor, to-
gether with the advanced age of the patients, may explain the longer duration of 
chronic pain in the nnP group.

the sensitivity (95.04) and specificity (97.18) we found for the Dn4 question-
naire are close to the figure reported in previous studies (santos et al., 2010; unal-
cevik et al., 2010) but are higher than those reported by others (Bouhassira et al., 
2005; Perez et al., 2007; spallone et al., 2012). regarding the lanss scale, sensitivity 
(80.17%) was within the range of previously reported values (Bennet, 2001; Yucel 
et al., 2004; Perez et al., 2006), and specificity was very high, at 100%. Differences 
in study populations and in the classification of neuropathic pain may explain the 
variability among different studies. Moreover, the diagnosis in the patients included 
in the present study was made by medical specialists affiliated with pain clinics, 
based on their clinical judgment, prior tests or imaging studies; thus the quality 
of the clinical diagnosis of neuropathic pain would be expected to be high. in our 
comparison of the validity of the Dn4 and lanss tools, we found that although 
both are highly discriminative, the predictive ability of the Dn4 questionnaire was 
better, because the auc in roc analysis was significantly larger (p  <  0.05) than 
the area obtained for the lanss scale. 

regarding the analysis of the sensitivity and specificity of each item in both 
tools, we found differences that merit attention. in the Dn4 questionnaire, the items 
with the highest diagnostic quality were numbness (item 6) and tingling (item 4), 
which agrees with the findings of unal-cevik et al. (2010) and santos et al. (2010). 
However, in the lanss scale, tingling, which is listed along with other descriptors 
in the same item (item 1), had an intermediate level of diagnostic quality. a provi-
sional conclusion that can be drawn from this finding is that it is preferable to use 
simple descriptors rather than complex ones. in contrast, the items with the low-
est diagnostic quality in the present study were skin discoloration (item 2, lanss) 
and painful cold (item 2, Dn4). among the different descriptors of physical signs 
that both questionnaires use, altered pinprick threshold in the lanss scale showed 
the best diagnostic quality, which was even better than allodynia despite the fact 
that a positive response for allodynia (item 6, 5 points) is scored more highly than 
a positive response for altered pinprick threshold (item 7, 3 points). 

internal consistency of the Brief Pain Questionnaire (Bis-11 items) was good, 
according to figures obtained cronbach’s alpha (33), and this was verified in both 
the total sample and for subgroups of neuropathic pain and nociceptive pain. 

the intensity of pain for neuropathic pain group was higher than nociceptive 
pain group and recorded an average similar to that obtained with the visual ana-
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log scale in this study. Mean pain interference with daily activities was also higher 
for the group of neuropathic pain and recorded an average close to the intensity 
of pain. (Fig. 4 and Fig. 6).

regarding the classification of pain, the three categories were remained: no pain 
or mild pain (0-3), moderate (4-6) and severe (≥ 7), (28,30,32,34). in this study, pa-
tients who did not experience pain during the last week were excluded. Moreover, 
the present study shows different degrees of pain intensity between groups of pa-
tients, that in nociceptive dominate mild and moderate intensities, whereas in neu-
ropathic pain predominates the severe pain. (Fig. 5).

Figure 4. Intensity of pain assessed by the Brief Pain inventory (BPI) for groups of 
nociceptive pain and neuropathic pain. average values ± the standard error 
of The mean (SEM) of scores of the different items of the questionnaire BPI 
are shown.

 statistically significant differences: student t test for independent samples 
and Bonferroni test, * p ≤ 0.05; ** P ≤ 0.001

it is considered that the pain interferes substantially with one or more daily ac-
tivities when the patient responds giving a score of ≥ 5. For the total sample, the 
descending order of daily activities affected according to the percentage of patients 
was as follows: usual work, general activity, enjoying life, walking ability, mood, sleep 
and the ability to interact with others. For the groups of pain, it is shown that, in 
general, patients with neuropathic pain were more affected in their daily activities, 
although the difference was not very high.
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Figure 5. Average pain Grades for neuropathic and nociceptive pain groups. 
 statistically significant differences: * p ≤ 0.05, chi-square test of Pearson.

Figure 6. Interference of pain with different daily activities, as assessed by the 
Brief Pain Questionnaire (BPI). The mean (± SEM) of the scores on the diffe-
rent items of the questionnaire, in its dimension of «pain interference with 
daily activities», for groups of nociceptive pain and neuropathic pain com-
ponent is shown.

 statistically significant differences between groups: * p ≤ 0.05, student’s t 
test for independent samples and the Bonferroni test.
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the interference with sleep was significantly higher in the group of neuropathic 
pain, while the effect on the walking ability is significantly higher in the group of 
nociceptive pain. (Fig. 7)

Figure 7. Distribution of patients according to affirmation in substantial inter-
ference with daily activities for groups of nociceptive pain and neuropathic 
pain component.

 statistically significant differences: * p ≤ 0.05, chi-square test of Pearson.

in this work, association analysis for the different items of the brief pain (BPi) 
was also performed, (table. 5). the results of this section can be summarized, say-
ing that pain intensity represented by the BPi questionnaire items (worst, least 
and average) is clearly associated to the lanss questionnaire score. it also shows 
that the clinical diagnosis of neuropathic pain is associated with least and average 
pain intensity. also a positive association between the clinical diagnosis of neu-
ropathic pain with the items of pain intensity BPi (least and average pain in the 
last week was shown. 

in the contrary to what was observed in the lanss questionnaire, Dn4 does 
not show a significant association in the adjusted models, however, the two ques-
tionnaires share most of the descriptors of neuropathic pain, and it would make 
sense that the Dn4, behave equally or similarly to lanss. in fact in the bivariate 
analysis, a behavior similar to lanss shown, and were significantly associated with 
most of the items of (BPi). this can probably suggest that this behavior is due to 
the structure of the Dn4 or the score of each item.
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For the second dimension (pain interference with daily activities) of (BPi), in 
this part of the regression analysis, (table. 6), we seek the possible association with 
the average pain intensity during the last week estimated by the patient (item 3 of 
the dimension of pain intensity (BPi)). it was found that the strongest predictor of 
the different items of quality of life is the average intensity of pain, rather than its 
quality, since no relation to the «pain diagnosis variables: neuropathic component, 
the lanss questionnaire score and nor the Dn4 questionnaire score was shown.

table 5. Association relation between the predictor variables «Neuropathic com-
ponent», «score on the questionnaire LANSS» and «score on the DN4 ques-
tionnaire» with each item dimension of pain intensity of brief pain (BPI), ac-
cording to the respective multivariate models. The respective models adjusted 
for all predictor variables, including the type of drugs.

Worst pain Least pain Avarage pain Pain in session Mean

neuropathic 
component

0,05< p≤ 0,10 p < 0,01 p < 0,01 p > 0,10 p < 0,01

lanss score p < 0,05 p < 0,001 p < 0,001 p < 0,05 p < 0,001

Dn4 score p > 0,10 0,05 < p≤ 0,10 0,05 < p≤ 0,10 p > 0,10 0,05 < p≤ 0,10

table 6. Association relation between the predictor variables «average pain inten-
sity (BPI)», «pain with a neuropathic component», «score on the question-
naire LANSS» and «score on the DN4 questionnaire» with each item of the 
dimension «interference in the activities of daily living of brief pain question-
naire (BPI), «according to the respective multivariate models. The respective 
models are adjusted for all predictor variables, including the type of drugs.

General 
activity

Mood
Walking 
ability

Habitual 
work

Relations 
with 

others
Sleep

Enjoing 
life

mean

avarage pain 
(item 3 of BPi)

p < 0,01 p < 0,05 p < 0,01 p < 0,001 p < 0,05 p < 0,01 p < 0,001 p < 0,001

neuropathic 
component

p > 0,10 p > 0,10 0,05 < p≤ 0,10 p > 0,10 p > 0,10 p > 0,10 p > 0,10 p > 0,10

lanss score p = 0,053 p > 0,10 p > 0,10 p > 0,10 p > 0,10 p > 0,10 p > 0,10 p > 0,10

Dn4 score p > 0,10 p > 0,10 p > 0,10 p > 0,10 p > 0,10 p > 0,10 p > 0,10 p > 0,10
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regarding the results of the prediction analysis of pain intensity (four items and 
an overall mean) by the various items of lanss and Dn4 questionnaire, (table. 
7), it can be summarized (considering the significant associations at the classical 
level (p<0,05)), in general and positively, that among the items of lanss the item1 
(stinging, pricking or tingling) predicts the average pain (BPi item 3) and item 3 
(abnormal sensitivity to touch) predicts both worst intensity (BPi item1) as pain 
intensity during the session (item 4 BPi) and the overall mean pain. For the Dn4 
questionnaire items, and positively, item 2 (painful cold) could predict the worst 
pain, pain during the session and the overall mean; item 7 (itching) could also pre-
dict the least, average pain, pain during the session and the overall mean.

table 7. Summary of the analysis of association between different items of LANSS and 
 DN4 questionnaires with items of the intensity dimension of pain brief pain 
 questionnaire.

Items Worst pain Least pain Avarage pain Pain in session mean

lanss
ítem 1 ns

ns
+

ns
ns
ns
ns

ns
ns
ns
ns
ns
ns
ns

+
ns
ns
ns
ns
ns
ns

ns
ns
+

ns
ns
ns
ns

ns
ns
+

ns
ns
ns
ns

ítem 2
ítem 3
ítem 4
ítem 5
ítem 6
ítem 7

Dn4
ítem 1 ns

+
ns
ns
ns
ns
ns
ns
ns
ns

ns
ns
ns
ns
ns
ns
+

ns
ns
ns

ns
ns
ns
ns
ns
ns
+

ns
ns
ns

ns
+

ns
ns
ns
ns
+

ns
ns
ns

ns
+

ns
ns
ns
ns
+

ns
ns
ns

ítem 2
ítem 3
ítem 4
ítem 5
ítem 6
ítem 7
ítem 8
ítem 9
ítem 10

lanss items: item 1, pricking, tingling, pins and needles; item 2, skin discoloration; item 3, 
light touch pain; item 4, electric shocks, jumping, bursting; item 5, burning, hot; item 6, al-
lodynia; item 7, altered pinprick threshold.
Dn4 items: item 1, burning; item 2, painful cold; item 3, electric shocks; item 4, tingling; 
item 5, pins and needles; item 6, numbness; item 7, itching; item 8, hypoesthesia to touch; 
item 9, hypoesthesia to prick; item 10, pain caused or increased by brushing. 
ns, not significant; +, positive association, –, negative association 
the adjusted models (septwise) are shown, with a significance level of P <0.05.
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the results of the prediction analysis, for the dimension of interference with daily 
activities (with 7 items and a global mean) by the different items of the lanss 
and Dn4 questionnaire, (table. 8), a positive correlation shown between the ques-
tionnaire items lanss, item 3 (abnormal sensitivity to touch) predicts mood and 
the overall average, item 5 (heat and burning) predicts the enjoyment of life, item 
6 (allodynia) predicts the general activity, relations with others and sleep, while 
item 7 (altered pinprick threshold) only predicts interference with habitual work.

Items
General 
activity

Mood
Walking 
ability

Habitual 
work

Relations 
with others

Sleep Enjoing life mean

lanss

item 1 ns ns ns ns ns ns ns ns
item 2 ns ns ns ns ns ns ns ns
item 3 ns + ns ns ns ns ns +
item 4 ns ns ns ns ns ns ns ns
item 5 ns ns ns ns ns ns + ns
item 6 + ns — ns + + ns ns
item 7 ns ns ns + ns ns ns ns

Dn4
item 1 ns + ns ns + ns + ns
item 2 ns ns ns ns ns ns ns ns
item 3 ns ns ns ns ns ns ns ns
item 4 ns ns ns ns ns ns ns ns
item 5 ns ns ns ns ns ns ns ns
item 6 ns ns ns ns ns ns ns ns
item 7 ns ns ns ns ns + ns ns
item 8 ns ns ns ns ns ns ns ns
item 9 ns ns ns ns ns ns ns ns
item 10 + ns — ns ns ns ns ns

table 8. Summary of the analysis of association between different items of LANSS and 
 DN4 questionnaires with items of the intensity dimension of pain brief pain 
 questionnaire.

lanss items: item 1, pricking, tingling, pins and needles; item 2, skin discoloration; item 3, 
light touch pain; item 4, electric shocks, jumping, bursting; item 5, burning, hot; item 6, al-
lodynia; item 7, altered pinprick threshold.
Dn4 items: item 1, burning; item 2, painful cold; item 3, electric shocks; item 4, tingling; 
item 5, pins and needles; item 6, numbness; item 7, itching; item 8, hypoesthesia to touch; 
item 9, hypoesthesia to prick; item 10, pain caused or increased by brushing. 
ns, not significant; +, positive association, –, negative association 
the adjusted models (septwise) are shown, with a significance level of P <0.05.
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For the Dn4 questionnaire, also, positively, item 1 (burning) may be directly re-
lated to mood, the relations with others and the enjoyment of life, item 7 (itch-
ing) with sleep, and item 10 (pain caused or increased by brushing) could predict 
the overall activity. 

Conclusions

gEnEral conclusions

the Dn4 questionnaire is especially recommended for the identification of patients 
with peripheral neuropathic pain in clinical practice component, while the lanss 
questionnaire also provides information on the intensity

is the pain intensity itself, rather than the characteristics of the same, which it 
predicts the interference with activities of daily living. 

particular conclusions 

this study documents the high discriminative value of the spanish version of the 
lanss pain scale and the Dn4 questionnaire for the detection of peripheral neu-
ropathic pain. the Dn4 questionnaire is particularly recommended for identifying 
patients with neuropathic pain in clinical practice and in research studies. 

tingling and numbness in the Dn4 questionnaire, and light touch pain and al-
tered pinprick threshold in the lanss scale, are the most important features of 
neuropathic pain.

Both the intensity of pain, as the percentage of patients with severe pain, were 
significantly higher in the group of subjects with neuropathic pain component than 
in the group of patients with nociceptive pain. Furthermore, the presence of neu-
ropathic component is associated with increased interference in the activities of 
daily living in relation to nociceptive pain subjects.

score at lanss viewing is associated consistently and significantly with pain 
intensity (minimum, average and average), measured using the Brief Pain Ques-
tionnaire (BPi).

in the lanss questionnaire items corresponding to abnormal sensitivity to touch 
and altered perception threshold to pinprick, which were the most discriminant in 
the analysis of roc curves. behave as predictors of pain intensity, although with 
different degrees of significance,

 the score obtained by the Dn4 questionnaire does not predict the intensity 
of pain in the BPi scale, but specific items of Dn4 questionnaire behave as predic-
tors, such as stinging, showing association with least pain, average pain, mean pain 
and pain during the session, and the painful cold that shows association with the 
maximum intensity of pain. 
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the interference of pain with the different activities of daily living is strongly 
associated with the average intensity of the pain, but weakly with neuropathic 
characteristics.
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capítulo 9

Evaluación de la eficacia
de la electroacupuntura
en pacientes con dolor crónico 
por radiculopatía lumbar

Gutiérrez Lomas v, Caballero MD,
del Pozo E, Gálvez R

Resumen

Hay evidencias del papel beneficioso de la acupuntura como monoterapia o aso-
ciada a otras terapias activas en el tratamiento de la lumbalgia crónica. la elec-
troacupuntura es una variante de la acupuntura cuya eficacia ha sido menos es-
tudiada. aunque existen resultados confusos, algunos estudios arrojan resultados 
positivos a favor de esta técnica en el tratamiento del dolor neuropático de origen 
lumbar, tanto en el animal de experimentación como en el humano.

el objetivo de este proyecto es evaluar la eficacia analgésica de la técnica de 
electroacupuntura en pacientes con dolor crónico por radiculopatía lumbar.

se trata de un estudio clínico, aleatorizado, controlado, cruzado y con evalua-
ción ciega por terceros, que pretende evaluar la eficacia de la electroacupuntura, 
como tratamiento complementario a la terapia farmacológica analgésica, en pacien-
tes con dolor crónico diagnosticados de radiculopatía lumbar.

el estudio se realiza en el H. u. virgen de las nieves de Granada, en la unidad 
del Dolor, entre cuyas prestaciones de servicio público se incluye la acupuntura, 
desde hace más de cinco años.

los pacientes que reúnen los requisitos de selección son asignados a cada brazo 
de tratamiento y se evaluarán a lo largo de 5 visitas de estudio repartidas en un 
período de 38 semanas, antes, durante y después de haber realizado las sesiones 
de acupuntura protocolizadas (12 sesiones).

los parámetros a evaluar son: dolor (variable principal), calidad de vida, sueño, 
estado psicológico (ansiedad y depresión), satisfacción del paciente y seguridad de 
la técnica. además, se realizará un análisis genético de los polimorfismos coMt 
val158met (para valorar si está asociado a la respuesta al dolor) y oPMr1 (para 
determinar la asociación entre este polimorfismo y la respuesta analgésica de los 
opioides).

los resultados preliminares obtenidos hasta ahora muestran una mejora signifi-
cativa en los parámetros de dolor, discapacidad lumbar y depresión.
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Introducción

la acupuntura es una tecnología de salud basada en la medicina tradicional china, 
que cada vez es más usada dentro de los arsenales terapéuticos de analgesia en 
la medicina occidental. a pesar de la gran cantidad de estudios realizados hasta 
la fecha, aún no se conoce de manera clara su mecanismo de acción. se mane-
jan dos hipótesis: (1) la estimulación de fibras aferentes a-delta produciría un au-
mento de la liberación de endorfinas y serotonina [1] y (2) la teoría del «control 
de la puerta de entrada» o «Gate control» que asume que el impulso generado 
por las fibras mielinizadas de mayor calibre (táctiles) inhibirían las aferencias gene-
radas por fibras amielínicas de pequeño calibre (nociceptivas) [2].

se han descrito evidencias de los beneficios de la acupuntura en el tratamiento 
de la lumbalgia crónica, tanto en metaanálisis [3, 4, 5, 6, 7, 8], como en ensayos 
clínicos [9, 10, 11].

además, la agencia de evaluación de tecnologías sanitarias de andalucía (aetsa) 
en su informe de 2008 titulado «eficacia de la acupuntura en el dolor lumbar y en 
el dolor agudo en diferentes situaciones» [12], basándose en la evidencia científica 
encontrada hasta la fecha (2007) concluye que la acupuntura, en combinación con 
otras intervenciones activas (medicación, tens, educación), es eficaz para el alivio 
del dolor en la lumbalgia crónica a corto y medio plazo (evidencia fuerte), e in-
cluso sugiere su utilización en monoterapia (evidencia moderada). la evaluación 
positiva de aetsa ha propiciado que la consejería de salud apostase por un Pro-
ceso asistencial integrado de acupuntura y por la cobertura progresiva de plazas 
de acupuntores en la sanidad pública andaluza.

la electroacupuntura es una variante de la acupuntura [13] que ha sido menos 
estudiada. existen resultados confusos en relación a su eficacia [12], aunque algu-
nos estudios arrojan datos positivos a favor de la eficacia de esta técnica en el tra-
tamiento del dolor neuropático de origen lumbar, tanto en el animal de experi-
mentación en un modelo de contracción del nervio ciático [14], como en estudios 
realizados en el humano [15,16,17].

el dolor neuropático es un dolor producido como consecuencia directa de una 
lesión o enfermedad del sistema somatosensorial [18]. entre las entidades clínicas 
que cursan con dolor neuropático se encuentra la radiculopatía lumbar. se trata de 
una patología de las raíces espinales a nivel lumbar [19] producida, en la mayoría 
de las ocasiones, por hernia del disco, aunque también puede ser ocasionada por 
otros procesos [20]. se trata de una patología con fuerte repercusión clínica [21], 
sanitaria [22] y social [23].

las herramientas farmacológicas no proporcionan un alivio total en esta enti-
dad, y es necesario completar el tratamiento con otras opciones terapéuticas no 
farmacológicas [22].

Por otro lado, entre los factores que influencian la sensibilidad dolorosa de los 
sujetos se encuentran las características genotípicas. existen multitud de polimor-
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fismos que pueden influenciar la respuesta al dolor y a los opioides. en nuestro es-
tudio hemos seleccionado los polimorfismos coMt met158val y oPrM1.

el polimorfismo coMt met158val se asocia con diferencias en el umbral do-
loroso [24] y en la respuesta a los fármacos opioides [25]. no se conoce si existe 
asociación entre este polimorfismo genético y la respuesta analgésica a la elec-
troacupuntura.

el polimorfismo oPrM1 se relaciona con una diferencia en la eficacia y tole-
rancia/toxicidad de los opioides [26].

Por último, el mecanismo analgésico por el cual actúa la electroacupuntura no 
está claramente definido, pero estaría relacionado con un aumento de betaendor-
finas en sangre [27].

teniendo en cuenta los antecedentes previamente mencionados nos hemos 
propuesto evaluar la eficacia de la electroacupuntura en el tratamiento del dolor 
y de la comorbilidad asociada en esta patología, partiendo de la hipótesis de que 
se trata de una técnica complementaria eficaz en el tratamiento del dolor crónico 
por radiculopatía lumbar.

objEtivos

el objetivo principal de este estudio es evaluar la eficacia analgésica de la técnica 
de electroacupuntura en pacientes con dolor crónico por radiculopatía lumbar.

los objetivos secundarios son:
— evaluar la eficacia de la técnica de electroacupuntura en el sueño, calidad 

de vida y estado psicológico (depresión y ansiedad).
— Determinar si la electroacupuntura modifica los niveles de betaendorfinas 

en plasma.
— Determinar si las variaciones genéticas en relación con el polimorfismo val-

158met del gen de la coMt (snP rs4680) y oPrM1 influyen en la res-
puesta al dolor y al tratamiento con acupuntura

— evaluar el nivel de seguridad de la técnica.
— evaluar el nivel de satisfacción de los pacientes con el procedimiento.

Metodología

Diseño. se trata de un estudio clínico observacional, controlado, abierto, con alea-
torización del periodo del tratamiento y evaluación ciega por terceros.

aspEctos éticos dE invEstigación

será necesaria la obtención del consentimiento informado por escrito para la in-
clusión de los pacientes en el estudio.
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al tratarse de un estudio observacional se llevará a cabo según los requerimien-
tos expresados en las normas internacionales relativas a la realización de estudios 
epidemiológicos, recogidas en las international Guidelines for ethical review of epi-
demiological studies (council for the international organizations of Medical scien-
ces —cioMs—, Ginebra, 1991) [29].

igualmente, se cumplirá lo dispuesto en la Declaración de Helsinki (revisión de 
seúl, octubre de 2008) [30] y el convenio para la protección de los derechos hu-
manos y la dignidad del ser humano con respecto a las aplicaciones de la Biolo-
gía y la Medicina [31] (convenio relativo a los derechos humanos y la biomedi-
cina), hecho en oviedo el 4 de abril de 1997 y firmado en españa el instrumento 
de ratificación el 23 de julio de 1999 (Boe de 11 de noviembre). ambos definen 
los principios que deben ser respetados escrupulosamente por todas las personas 
implicadas en la investigación.

la utilización de las muestras biológicas con fines de investigación biomédica 
se regirá según la ley 14/2007, de 3 de julio, de investigación biomédica [32].

el tratamiento, la comunicación y la cesión de los datos de carácter personal 
de todos los participantes se ajustará a lo dispuesto en la ley orgánica 15/1999, 
de 13 de diciembre, de protección de datos de carácter personal [33] y a la direc-
tiva 95/46/ce, del parlamento europeo y del consejo, de 24 de octubre, Doce l 
281, de 23 de noviembre, relativa a la protección de las personas físicas en lo que 
respecta al tratamiento de datos personales y a la libre circulación de estos datos 
[34]. Por tanto toda la información obtenida será anonimizada y no podrá corre-
lacionarse con los sujetos de estudio.

los pacientes podrán continuar recibiendo su medicación habitual, tanto pau-
tada como de rescate, y no existirá interferencia con la práctica clínica habitual.

los investigadores declaran que no existe conflicto de intereses.

Población

la población estará constituida por 84 pacientes (ver cálculo del tamaño mues-
tral) reclutados de manera consecutiva entre aquéllos que se encuentren en la lista 
de espera de tratamiento por dolor crónico neuropático debido a radiculopatía lum-
bar, tengan indicación de realización de electroacupuntura y cumplan todos los cri-
terios de inclusión y ninguno de exclusión. el ámbito de actuación del estudio es 
la unidad del Dolor del H.u. virgen de las nieves de Granada.

los criterios de inclusión de los pacientes son: edad entre 18 y 67 años; pa-
ciente diagnosticado de dolor por radiculopatía lumbar y confirmado por técni-
cas neurofisiológicas y la exploración somatosensorial de médicos especialistas, 
y que se incluya en cualquiera de las siguientes subclasificaciones de la cie-10: 
M51.1 (trastornos de disco lumbar y otros, con radiculopatía); M54.1 (radiculo-
patía) y M54.4 (lumbago con ciática), duración del dolor superior a 6 meses; in-
tensidad del dolor previo a la intervención de 4 puntos o más en una escala eva 
de 0 a 10; paciente que sea visto en consulta médica de la unidad del Dolor y 
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tenga como decisión de la misma complementar su tratamiento farmacológico 
con terapia de electroacupuntura; consentimiento informado por escrito para su 
participación en el estudio.

los criterios de exclusión de los pacientes son: deterioro cognitivo que pudiera 
impedir la comprensión de lo redactado en el consentimiento informado; pacien-
tes que se encuentren pendientes de valoración de incapacidad, con sospecha de 
simulación o de cualquier enfermedad psiquiátrica que afecte a su percepción de 
la enfermedad (neurosis de renta); participar en otros estudios simultáneamente 
o hasta 6 meses antes del inicio; presencia de otras enfermedades concomitan-
tes (fibromialgia, procesos neoplásicos, neurodegenerativos, autoinmunes…) que 
alteren la enfermedad a estudiar, las pruebas o sus resultados; mujeres embara-
zadas o lactantes; antecedentes personales de haber recibido acupuntura alguna 
vez en su vida; dermopatías generalizadas; plaquetopenia o tratamiento con an-
ticoagulantes orales.

el participante podrá revocar en cualquier momento su consentimiento para 
formar parte del estudio, así como la utilización de sus datos en el análisis, sin 
justificar su decisión, y sin que por ello se derive responsabilidad ni perjuicio al-
guno. una vez firmado el consentimiento informado, se considerará que un pa-
ciente finaliza de forma prematura el estudio cuando ocurra una de las siguien-
tes causas:

retirada de consentimiento; pérdida de seguimiento; si deja de acudir a las vi-
sitas de estudio por su enfermedad o cualquier otro motivo durante el período 
de investigación; si el paciente, en el curso del estudio, desarrolla cualquiera de las 
circunstancias anteriormente mencionadas, como criterios de exclusión o deja de 
cumplir cualquiera de los criterios de inclusión; cese del tratamiento de acupun-
tura por decisión médica y, por último, fallecimiento.

los datos obtenidos antes de un fin prematuro, quedarán debidamente regis-
trados y contabilizados en el cómputo general del estudio. se usarán para realizar 
las estadísticas comparativas y de evaluación de eficacia, arrastrando los datos de 
la última evaluación hasta el final (análisis por intención de tratar).

Protocolo

los pacientes se incluirán en el estudio de forma consecutiva, según sean aten-
didos en la consulta de la unidad del dolor. una vez comprobados los criterios de 
selección, y tras obtener su consentimiento, serán asignados al Grupo a, o al Grupo 
B mediante un procedimiento aleatorio (secuencia de números aleatorios generada 
por un software específico, M.a.s. 2.1 @ Glaxo Wellcome). la custodia de la se-
cuencia la realizará una persona ajena al grupo de investigación.

el estudio constará de 3 fases. la Fase 1 es común a ambos Grupos y constituye 
un período de 4 semanas en lista de espera. las 2 fases siguientes son períodos de 
igual duración, 17 semanas, que se inician alternativamente en cada Grupo (fase 
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con terapia de electroacuputura y otra fase de observación). las Fases 2 y 3 del 
grupo B son simétricas a las del grupo a, pero realizadas a la inversa (ver Figura 1).

— GruPo a= Fase 1 (lista de espera) + Fase 2 (acupuntura) + Fase 3 (ob-
servación).

— GruPo B= Fase 1 (lista de espera) + Fase 2 (observación) + Fase 3 (acu-
puntura).

el paciente permanecerá 38 semanas en el estudio repartidas de la siguiente forma:

— 4 semanas en la fase 1 (lista de espera).
— 17 semanas en la fase 2 (acupuntura / observación).
— 17 semanas en la fase 3 (acupuntura / observación).

el diseño del estudio depara una invasión mínima en el campo asistencial, y se 
fundamenta en las recomendaciones de la sociedad española del Dolor (seD). es 
decir, las investigaciones en casos de dolor neuropático deben realizarse «en con-
diciones de práctica clínica rutinaria, con el fin de optimizar su abordaje terapéu-
tico y de generar evidencias que racionalicen la toma de decisión terapéutica de 

Figura 1. Curso temporal y secuencia de Fases en cada Grupo del estudio. 
 una línea vertical representa 1 semana de tiempo.
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los profesionales», y donde se incluye a la acupuntura como un elemento más del 
arsenal terapéutico disponible para dicha patología [28].

Visitas

transcurrida la primera fase (lista de espera), la Fase 2 del Grupo a, consistirá 
en 3 visitas de estudio, v1, v2 y v3, durante las cuales se aplicará tratamiento con 
acupuntura (ver Figura 1).

— v1. Primera visita de la fase de acupuntura. se realizará justo tras haber fi-
nalizado la fase anterior de lista de espera y antes de iniciar la fase con 
acupuntura.

— v2: segunda visita de la fase de acupuntura. se realizará tras haber com-
pletado la mitad del tratamiento con acupuntura, antes de la séptima se-
sión, es decir, a las 7 semanas del inicio del tratamiento.

— v3: tercera visita de la fase de acupuntura. se realizará tras haber comple-
tado la última sesión con acupuntura, es decir, a las 17 semanas del ini-
cio del tratamiento.

la Fase 3 del Grupo a consistirá en un periodo de observación, en el cual se 
realizarán 2 visitas de estudio: v4 y v5.

— v4: Primera visita de la fase de observación. esta visita se realiza a las 7 se-
manas de haber finalizado las sesiones de acupuntura.

— v5: segunda visita de la fase de observación. esta visita se realiza a las 17 
semanas de haber finalizado las sesiones de acupuntura.

Por su parte, la Fase 2 del Grupo B consistirá en el periodo de observación, en 
el que se realizarán 3 visitas de estudio: v1, v2 y v3.

— v1: se realizará justo tras haber finalizado la fase anterior de lista de espera 
y al iniciar la fase de observación.

— v2: a las 7 semanas de la visita anterior.
— v3: a las 17 semanas de v1 y justo al iniciar la fase de acupuntura.

la Fase 3 del grupo B consistirá en el periodo de acupuntura. se realizarán las 
siguientes visitas de estudio: v4 y v5 (Fig. 1).

— v4: se realizará tras haber completado la mitad del tratamiento con acu-
puntura, antes de la séptima sesión, es decir, a las 7 semanas del inicio 
del tratamiento.

— v5: se realizará tras haber completado la última sesión con acupuntura, es 
decir, a las 17 semanas del inicio del tratamiento.
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variablEs analizadas

Variable dependiente principal: Dolor

la intensidad se evalúa con la escala analógica visual de 0 a 10 puntos, en la 
escala BPi (Brief Pain inventory) que es numérica de 0 a 10 puntos. las caracterís-
ticas neuropáticas se valoran mediante el cuestionario Dn4. también se valorará 
la cantidad de medicación de rescate consumida.

Variables dependientes secundarias

— sueño, evaluado mediante el cuestionario Mos (sleep scale from the Me-
dical outcomes study).

— calidad de vida relacionada con la salud, mediante el cuestionario de dis-
capacidad lumbar de oswestry y el cuestionario de calidad de vida sF-36.

— estado psicológico (ansiedad y depresión), mediante la escala Hospitalaria 
de ansiedad y Depresión (HaD).

— niveles de betaendorfinas en plasma según se ha descrito previamente [27].
— seguridad de la técnica, registrada según encuesta de reacciones adversas.
— satisfacción con la técnica, mediante las escalas cGi y PGi.

Principales variables independientes

— Polimorfismos de coMt val158met y oPMr1 [24, 25, 26].
— características sociodemográficas.

dEtErminación dE las variablEs

las medidas de eficacia y otros parámetros se recogerán siguiendo el esquema:

— registros sociodemográfico y general de salud. se administrarán en la visita 1.
— registros, encuestas, escalas y cuestionarios de salud: registro de seguimiento 

de salud, encuesta de características del dolor BPi, escala de dolor neuro-
pático Dn-4, escala visual analógica de dolor (eva), escala de discapaci-
dad lumbar de oswestry, cuestionario de calidad de vida sF-36, escala del 
sueño de Mos, y la escala Hospitalaria de ansiedad y Depresión (HaD). 
se administrarán en las visitas 1, 2, 3, 4 y 5.

— Determinación de beta-endorfinas: se recogerán muestras de sangre en las 
sesiones de acupuntura 1, 4 y 6.

— Polimorfismos genéticos: se tomará la muestra de saliva en la visita 1.
— escalas de satisfacción: escalas de impresión de mejoría global del paciente 

(PGi-i) y escala de mejoría global del clínico (cGi). se administrarán al fi-
nalizar el tratamiento.
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se administrará una encuesta de reacciones adversas en todas las sesiones de 
acupuntura (x1 a x12). la elección de las encuestas de salud se basa mayoritaria-
mente en las recomendaciones realizadas por la sociedad española del Dolor para 
las investigaciones que se realicen en unidades del Dolor [28].

Tratamiento de los sujetos experimentales

no se realizará ningún tratamiento distinto al habitual del centro.
la electroacupuntura se aplicará según los criterios profesionales indicados, pero 

utilizando siempre los mismos para todos los pacientes del estudio. sólo se selec-
cionarán a los pacientes que tengan indicación de electroacupuntura según el cri-
terio profesional de los médicos responsables de la unidad del Dolor.

la medicación pautada será la habitual del centro para el diagnóstico y es-
tado del paciente. se permite el consumo de fármacos analgésicos (opioides o 
no opioides), aines y fármacos coadyuvantes en el tratamiento del dolor como 
antidepresivos, antiepilépticos, neurolépticos, ansiolíticos, etc., siempre y cuando 
dicha medicación haya sido prescrita en la unidad del Dolor o su prescripción 
haya sido realizada por otro médico y autorizada por los médicos de la unidad. 
también se permite el uso de la medicación de rescate prescrita como tal en la 
unidad del Dolor.

análisis Estadístico

Tamaño muestral

se ha determinado tomando en consideración estudios previos que demostra-
ban diferencias estadísticas en la eficacia analgésica de la acupuntura en pacientes 
con lumbalgia crónica [9].

Para conseguir una potencia del 80,0% en la detección de estas diferencias 
mediante prueba t-student bilateral para dos muestras independientes, teniendo 
en cuenta que el nivel de significación es del 5%, será necesario incluir 26 pa-
cientes en cada grupo. asimismo, si comparamos los valores de otras variables 
secundarias, como sF-36, los valores de salud física para el grupo acupuntura 
fueron de 40.5 ± 9.7 y 33.9 ± 9.5 para el control. utilizando el mismo contraste 
y los mismos valores de significación y potencia, el número de pacientes por 
grupo sería de 35.

el tamaño de 35 pacientes por Grupo nos permitiría encontrar diferencias 
significativas en la mayor parte de las variables resultado medidas (intensidad 
del dolor, salud física, mental, subescala del dolor del sF-36, etc.). en previsión 
de posibles pérdidas que pudieran surgir durante el seguimiento, se incremen-
tará esta cantidad en un 20%, lo que totalizará 84 pacientes en el estudio, 42 en 
cada uno de los grupos.
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Análisis descriptivo de datos

se realizará en primer lugar un análisis descriptivo de las principales variables 
estudiadas. Para las variables cuantitativas se calculará la media y desviación típica, 
o mediana y percentiles en caso de no normalidad. las variables cualitativas se ex-
presarán mediante frecuencias absolutas y relativas. los datos se representarán me-
diante tablas de frecuencias y gráficos.

Análisis bivariante

Previo al análisis bivariante, se realizará el test de Kolmogorov-smirnov para com-
probar si los datos se ajustan a una distribución normal, con el fin de utilizar test pa-
ramétricos o no paramétricos. Para contrastar la hipótesis de igualdad de medias en 
cuanto a las principales variables medidas (intensidad del dolor, niveles de betaendorfi-
nas y cortisol, salud mental, calidad de vida, etc.), se utilizará el test de la t de student 
para muestras independientes o Mann-Whitney, según corresponda; e igual tratamiento 
para el resto de variables cuantitativas. en el caso comparación de variables cualitati-
vas, se empleará el test de la chi-cuadrado de Pearson o Fisher cuando sea necesario.

Análisis multivariante

se construirá un modelo lineal general de medidas repetidas para estudiar la 
evolución del dolor en los diferentes momentos de tiempo estudiados (inicial, x 
semanas, x meses), considerando como factor intersujetos el grupo. De esta forma 
podremos evaluar si existen diferencias significativas en los propios pacientes en 
las diferentes visitas estudiadas, así como en los diferentes grupos. Para todos los 
contrastes se considerará un nivel de significación de 0.05. el software estadístico 
utilizado será el sPss 20.0

Resultados

se presentan los resultados preliminares del proyecto que se encuentra en fase 
de ejecución en estos momentos. se han reclutado 35 pacientes, 20 en el grupo 
a (electroacupuntura-observación) y 15 en el grupo B (observación – electroacu-
puntura). las características sociodemográficas y clínicas basales fueron similares.

la tabla 1 describe las características basales de ambos brazos del estudio, tanto 
sociodemográficas, como de los parámetros de análisis. no se observaron diferen-
cias estadísticamente significativas entre los dos Grupos.

se analizaron las variables: dolor (eva), discapacidad lumbar (cuestionario de 
oswestry), sueño (escala Mos), ansiedad y depresión (escala HaD), en las 5 visi-
tas de estudio: v1, v2, v3, v4, v5. existió una buena tolerabilidad a la técnica y 
un número muy limitado de eventos adversos, todos de bajo grado.
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el tratamiento con electro-acupuntura redujo el dolor y la discapacidad lumbar 
(visita v3 vs v1, y v3 vs v5; P<0,05) (Figuras 2, 3); mientras que las variables ansie-
dad, depresión y sueño mostraron tendencias positivas (Figuras 4, 5, 6). así mismo, 
el tratamiento con acupuntura disminuyó la intensidad del dolor, existiendo dife-

tabla 1. Características basales de los pacientes incluidos.

variable Grupo a (n=20) Grupo B (n=15)

eDaD (años) 51,6 +/- 2,1 53,3 +/- 2,72

seXo (v/M) 9 / 11 5 / 10

eva inicial 6,23 +/- 0,28 6,59 +/- 0,37

Duracion Dolor (meses) 54,10 +/- 9,92 44,2 +/- 9,77

osWestrY 45,70 +/- 2,09 46,53 +/- 3,188

HaD ansieDaD 9,80 +/- 0,99 10,6 +/- 0,89

HaD DePresion 9,80 +/- 0,74 10,06 +/- 1,32

Mos (Horas) 4,7 +/- 0,41 4,13 +/- 0,50

Datos expresados como media ± seM

Figura 2. Evolución del dolor (Escala EVA) en ambos Grupos de pacientes. Las “x” 
indican los períodos con sesiones de acupuntura.

 Diferencias estadísticamente significativas en relación a v1 en Grupo a, y 
a v3 en Grupo B: * P < 0.05
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Figura 3. Evolución de la discapacidad lumbar (cuestionario de Oswestry).
 Diferencias estadísticamente significativas en relación a v1 en Grupo a y 

a v3 en Grupo B: * P < 0.05.   *** P < 0.001. 

Figura 4. Evolución del número de horas de sueño (Cuestionario MOS).
 Diferencias estadísticamente significativas en Grupo B en relación a v3: * P 

< 0.05.

rencias estadísticamente significativas en ambos brazos tras finalizar el tratamiento 
con acupuntura (Figura 2, visita 3 vs visita 1).

el procedimiento con acupuntura mejoró significativamente el porcentaje de 
discapacidad lumbar (evaluado mediante el cuestionario de Oswestry), en ambos 
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brazos tras finalizar el tratamiento. Mostrando fuerte significación en el brazo a 
(P < 0.001) (Figura 3).

la evolución del número de horas de sueño durante el periodo de estudio, 
mostró en los pacientes el del grupo B de tratamiento, una diferencia estadística-
mente significativa (Figura 4).

en la evaluación del parámetro depresión (a través de las preguntas relaciona-
das en el cuestionario HaD), se observa una tendencia a la mejoría en ambos gru-
pos de tratamiento, siendo significativa en el Grupo a (Figura 5).

Por su parte, en el parámetro ansiedad (evaluado a través de las preguntas re-
lacionadas del cuestionario HaD), se observa una tendencia a la mejoría en ambos 
grupos de tratamiento tras realizar el tratamiento con electroacupuntura, aunque 
no alcanzó significación estadística (Figura 6).

el análisis de polimorfismos genéticos asociados con la respuesta dolorosa (coMt 
val158met y oPrM1), realizados en 41 pacientes se describen en tablas 2 y 3.

la tabla 2 muestra el resultado del análisis del test genético a los pacientes 
en relación al gen oPMr1, donde el 60% de los pacientes (25/41) presentaba 
un cambio en la base a>G (heterocigoto) en el polimorfismo oPrM1. los poli-
morfismos heterocigoto y wild type se consideran de mala tolerancia y baja efi-
cacia a los opioides. esta diferencia (baja respuesta a los opioides) también se 
encuentra en los pacientes GG, que constituyen el 37% (15/41) de sujetos estu-
diados. todos los pacientes menos 1 encajaban dentro de dichos polimorfismos., 
este hallazgo se asocia con una disminución en la eficacia y tolerancia/toxicidad 
a los opioides [26].

Figura 5. Evolución del parámetro depresión (Escala HAD). 
 Diferencias estadísticamente significativas en Grupo a en relación a v1: * 

P < 0.05.
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Figura 6. Evolución del parámetro ansiedad (Escala HAD).

Figura 7. Niveles plasmáticos de beta-endorfinas.
 Datos expresados como media ± seM; n=14.

tabla 2. Análisis de polimorfismos del gen OPMR1  

HeterociGoto (aG) 25/41 60.97%

Mutante (aa) 1/41 2.43%

WilD tYPe (GG) 15/41 36.58%
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la tabla 3 muestra el resultado del análisis genético realizado a los 41 pacien-
tes, para el gen de la coMt. el polimorfismo wild type se asocia con umbrales 
del dolor más bajos y mayor requerimiento de opioides. los resultados de los po-
limorfismos de la coMt mostraron que el 15.63% de los pacientes (6/41) presen-
taban la variante GG (wild type), que se asocia a un umbral del dolor más bajo y 
mayor requerimiento de opioides [24, 25].

Discusión

limitacionEs dEl Estudio

se prevé en el estudio la posibilidad de que se produzcan abandonos, debido es-
pecialmente al mal estado de los pacientes. el tamaño del cálculo de muestra in-
cluye una estimación de pérdidas del 15%. sin embargo, se presume una buena 
colaboración de los pacientes para realizar las encuestas, puesto que se les admi-
nistrarán mientras se encuentran en la sala de espera para la sesión de acupuntura.

la principal limitación del estudio es la imposibilidad de utilizar acupuntura 
«sham» (o placebo). se valoró dicha posibilidad; sin embargo, no fue admitida por 
los responsables de la unidad del Dolor, debido a los siguientes motivos:

— en numerosas ocasiones la acupuntura es la última opción terapéutica dis-
ponible, debido al estado general de los pacientes, fracaso del resto de 
tratamientos, alergias medicamentosas, etc.).

— la saturación del servicio impide desviar parte de sus recursos materiales 
y humanos hacia actividades distintas de las asistenciales. es decir, acu-
puntura «sham».

— las recomendaciones vigentes de la sociedad española del Dolor, con res-
pecto a investigaciones en dolor neuropático, basadas en estudios «en 
condiciones de práctica clínica rutinaria» [28].

Por otra parte, para aumentar el control sobre el efecto placebo y garanti-
zar la homogeneidad de ambos grupos de investigación, se ha utilizado un ele-
mento metodológico diferente que consiste en aleatorizar la asignación de los 

tabla 3. Análisis de polimorfismos del gen de la COMT

HeterociGoto (aG) 25/41 60.97%

Mutante (aa) 10/41 24.39%

WilD tYPe (GG) 6/41 14.63%
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pacientes a intervención con acupuntura temprana o tardía. con este procedi-
miento se indica al paciente, durante la primera visita (basal), que recibirá su 
tratamiento con acupuntura dentro de los plazos temporales habituales de la 
unidad pero no la fecha exacta de comienzo. así, se reduce al mínimo las po-
sibles expectativas de mejora con respecto a la intervención. sólo se avisará te-
lefónicamente al paciente del inicio de la terapia, con un plazo máximo de an-
telación de 1 semana.

en cualquier caso, la utilización de acupuntura «sham» (punción mínimamente 
invasiva, punción en puntos erróneos, o uso de agujas retráctiles) se ha puesto en 
duda como verdadero método de acupuntura placebo [35, 36].

pErspEctivas futuras

el Proyecto continua actualmente en desarrollo, y se prevé disponer de más resul-
tados próximamente.
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capítulo 10

Efecto modulador del estrés
social: Diferencias entre dolor 
visceral y somático

González-Cano R, vincent K, Cobos EJ,
Coderre TJ, Baeyens JM, Cerveró F,
Pitcher MH

Resumen

Introducción: las respuestas comportamentales de dolor visceral en ratones 
pueden estar moduladas por la presencia de un ratón extraño (1), pero se desco-
noce cómo afecta a modelos de dolor somático.

material y métodos: evaluamos ratones cD-1 machos, tanto de manera aislada 
como en presencia de un ratón con el que no habían tenido contacto previo (ex-
traño) en los modelos viscerales de contorsiones por ácido acético e instilación in-
tracolónica por capsaicina y en los modelos somáticos de formalina y capsaicina 
intraplantar. las respuestas comportamentales fueron registradas según los proce-
dimientos estándar detallados en la literatura.

resultados: los ratones evaluados en el modelo del ácido acético mostraban 
un menor número de contorsiones en presencia de un ratón extraño que cuando 
se evaluaron de forma aislada. De igual forma, los ratones tratados con capsaicina 
intracolónica presentaron un menor número de lamidos abdominales cuando un 
ratón extraño estaba presente. sin embargo, en los modelos de dolor somático 
(capsaicina intraplantar y formalina) la presencia del ratón no familiar no modi-
ficó el tiempo de respuesta.

conclusión: el dolor visceral se considera un dolor más emocional y con un 
mayor componente afectivo que el dolor somático. la presencia de un extraño 
potencialmente peligroso puede ser más ansiogénico durante el dolor visceral 
resultando en una mayor analgesia inducida por estrés. esta modulación social 
sería un factor importante a tener en cuenta al trabajar en modelos de dolor 
con roedores.

Introducción

el estrés altera la expresión de los comportamientos nociceptivos, debido en parte 
a la naturaleza del estresor y por otro lado, al estado afectivo del sujeto. conside-
rando que el dolor visceral produce una mayor respuesta emocional que un dolor 



González cano r, vincent K, coBos eJ, coDerre tJ, BaeYens JM, cerveró F, PitcHer MH

 152

cutáneo de igual intensidad, es de suponer que ratones con dolor visceral serán 
mas susceptibles a un estrés social moderado que aquellos que sufren dolor somá-
tico. Hemos observado el comportamiento de diferentes ratones frente a estímu-
los dolorosos viscerales o somáticos, producidos por un mismo algógeno. compa-
rados con ratones evaluados de manera aislada, la presencia de un ratón extraño 
en un cubículo adyacente en una típica caja de evaluación transparente produce 
una reducción de los comportamientos dolorosos en los modelos de dolor visce-
ral, pero no en los modelos somáticos evaluados.
las interacciones entre dolor, emoción y estrés son altamente reconocidas por 
su elevada relevancia clínica (2-3). el dolor visceral presenta una mayor valencia 
emocional que el dolor cutáneo (4). en humanos, el dolor visceral presenta un 
mayor nivel de desagrado y ansiedad comparado con el dolor somático frente a 
estímulos de igual intensidad (5-6). la mera presencia de un observador puede 
modular como los humanos perciben y expresan el dolor (7). los ratones, al 
igual que los humanos, también están influenciados por la modulación social, 
pudiendo esta provocar un aumento o reducción de sus respuestas comporta-
mentales dolorosas (8). nos planteamos, dado que el dolor visceral produce una 
mayor alteración de los estados afectivos que el dolor somático, los ratones con 
dolor visceral podrían ser también mas sucesibles a un estrés social que los ra-
tones con dolor somático.

Material y métodos

animalEs

Para los experimentos se utilizaron ratones hembra de la cepa cD1 (charles river, 
Barcelona, españa), con un peso comprendido entre 25-30 g. los animales fue-
ron seleccionados para los experimentos al azar durante todo el ciclo estral. los 
ratones se mantuvieron bajo condiciones ambientales controladas: ciclo 12/12-
horas luz/oscuridad, temperatura constante (22 ± 2 °c), con acceso ad libitum 
al agua y alimento. las pruebas comportamentales se realizaron durante la fase 
de luz (9:00-15:00 horas). el cuidado de los animales se realizó siguiendo la nor-
mativa institucional (comité de ética en investigación de la universidad de Gra-
nada, Granada, españa) y las normas internacionales (Directiva 86/609 de la co-
munidad europea).

fármacos y administración dE fármacos

se utilizaron los antagonistas opioides naloxona clorhidrato (1 mg/kg; sigma-al-
drich Química s.a., Madrid, spain) y naloxona metiodida (2 mg/kg; sigma-aldrich 
Química s.a.) para evaluar la implicación del sistema opioide.
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capsicina (sigma-aldrich Química s.a.) fue disuelta en dimetil sulfoxido al 
1% (DMso; Merck KGaa, Darnstadt, alemania) y en suero salino esteril hasta 
una concentración final de 0,05 µg/µl (0,005% p/v). concentraciones superiores 
de capsaicina fueron preparadas a partir de una solución madre al 1% (p/v) di-
suelta en etanol al 10% (Panreac Química s.a., Barcelona, españa), 10% tween 
80 (sigma-aldrich Química s.a.) y 80% suero fisiológico. la solución de forma-
lina se preparó a partir de una solución stock de formaldehido al 38% (Panreac, 
s.a., españa) diluyendola en suero fisiológico para obtener la concentración ade-
cuada. el ácido acético (sigma-aldrich Química s.a.) fue disuelto en agua ultra-
pura para obtener una concentración del 0,9%. todas las soluciones fueron pre-
paradas antes de los experimentos.

Evaluación comportamEntal

los animales fueron evaluados en compartimentos aislados (7 x 7 x 13 cm). en la 
condición «solitario», no había ningún otro ratón cerca de la plataforma de eva-
luación. en la condición «extraño», un ratón de otra caja diferente al ratón a eva-
luar, con el que este no había tenido contacto previo se sitúa en el compartimento 
adyacente durante la duración del periodo de habituación y del experimento. Pa-
sados los 30 min del periodo de habituación, los animales a evaluar fueron inyec-
tados con la correspondiente solución de fármaco y evaluados en el correspon-
diente modelo. cada animal se usó solo una vez.

modElos viscEralEs

los modelos de capsaicina intracolónica y de ácido acético fueron usados como 
modelos de dolor visceral. en el modelo de capsaicina intracolónica, se aplicó va-
selina en la zona perianal para evitar la estimulación de zonas somáticas al con-
tacto con la capsaicina. la solución de capsaicina (50 µl) se administró mediante 
la inserción de una fina cánula (0,61 mm; 4 cm largo) en el colon a través del ano. 
el ratón fue devuelto a su compartimento y se registraron las respuestas relaciona-
das con el dolor visceral agudo (lamidos, estiramientos y contracciones del abdo-
men) durante los siguientes 20 minutos.

en el modelo del ácido acético se inyectó acido acético (0,9%) de manera in-
traperitoneal (10 ml/kg) y se registró el número de contorsiones durante 30 min.

modElos somáticos

como modelos somáticos se usaron el modelo de la formalina y el modelo de la 
capsaicina intraplantar. en el modelo de la capsaicina intraplantar, 20 µl de cap-
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saicina (0,005%, 0,01% o 0,1%) fueron inyectados en la pata trasera mediante una 
micro jeringa Hamilton 1710 tll con una aguja de 30-g. se registró el tiempo de 
lamido de la pata inyectada durante 15 min tras la inyección de capsaicina. el 
procedimiento usado para el test de formalina fue similar al de capsaicina. se ad-
ministró 20 µl de formalina (1% o 2,5%) y se registró el tiempo de lamido de la 
pata inyectada.

análisis dE datos

cada punto de las gráficas o la altura de las barras y las líneas verticales que par-
ten de ellos/as representan respectivamente la media ± e.s.M. de los valores.

las medias fueron comparadas estadísticamente mediante un análisis de la va-
rianza (anova) de una o dos vías dependiendo del experimento. Para ambos casos, 
se aplicó el post-test de Bonferroni. los datos fueron analizados con el programa 
sigmaPlot 12.0 (systat software inc., san Jose, ca, usa). las diferencias entre va-
lores fueron consideradas estadísticamente significativas cuando el P-valor fue in-
ferior a 0,05.

Resultados

la presencia de un ratón «extraño», localizado en un cubículo transparente conti-
guo al compartimento de evaluación produjo, en el ratón evaluado, una disminu-
ción de las respuestas comportamentales indicativas de dolor visceral producidas 
por la capsaicina intracolónica (Fig. 1a). específicamente, estos ratones mostraron 
una reducción de un 52% o 42% en los comportamientos dolorosos producidos 
por la administración intracolónica de capsaicina al 0,01% o 0,1% respectivamente. 
Posteriormente se evaluó como puede influir el estrés social en la respuesta com-
portamental tras un estímulo doloroso somático. a diferencia de la alta reducción 
observada en el modelo visceral (capsaicina intracolónica), la presencia de un ratón 
«extraño» no alteró las respuestas comportamentales producidas por la adminis-
tración cutánea (intraplantar) de la misma concentración de capsaicina evaluada 
anteriormente en el modelo visceral (Fig. 1B), lo que sugiere que la estimulación 
visceral nociva con capsaicina emplea preferentemente circuitos del sistema ner-
vioso central regulados por sistemas de analgesia inducida por el estrés. los opioi-
des endógenos juegan un papel principal en la analgesia inducida por estrés (3), 
por ello supusimos que el bloqueo de los receptores opioides en el sistema ner-
vioso central podría revertir los comportamientos dolorosos suprimidos por la anal-
gesia inducida por estrés. Para probar si estos efectos anti-nociceptivos son me-
diados por opioides, los ratones fueron inyectados 30 min antes de la prueba con 
naloxona clorhidrato, antagonista de receptor opioide o su derivado cuaternario 
naloxona metiodida. en los ratones a los que se administró capsaicina intracoló-
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Figura 1. El estrés social produce analgesia mediada por opioides tras un estímulo 
doloroso visceral pero no tras el mismo estímulo doloroso aplicado de man-
era somática.

 a) la presencia de un individuo de la misma especie con el que no se ha 
tenido trato previo (extraño) en un compartimento transparente adyacente 
al compartimento de evaluación, provoca un estrés en el animal evaluado 
capaz de reducir significativamente los comportamientos dolorosos provoca-
dos por la capsaicina intracolónica. b) las mismas concentraciones de cap-
saicina, aplicadas de manera subcutánea (intraplantar) produjeron compor-
tamientos dolorosos, que no fueron alterados por la presencia del extraño. 
c) la inyección sistémica del antagonista opiode naloxona clorhidrato  re-
dujo la analgesia producida por el extraño, pero no así el antagonista na-
loxona metiodida, incapaz de atravesar la barrera hematoencefálica. d) na-
loxona clorhidrato no produjo ningún efecto en las respuestas producidas 
por la inyección subcutánea de capsacina. ** P < 0,01; **** P < 0,0001  

nica 0,1%, la pre-inyección subcutánea de naloxona metiodida (incapaz de atrave-
sar la barrera hematoencefálica) no pudo revertir la supresión de comportamien-
tos nociceptivos producidos por el estrés social. sin embargo, naloxona cloridrato 
(que si es capaz de atravesar la barrera hematoencefálica) revirtió completamente 
la anti-nocicepción inducida por el estrés social (Fig. 1c). Por otro lado, ni la na-
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Figura 2. El estrés social produce analgesia mediada por opioides tras la apli-
cación de ácido acético intraperitoneal, pero no tras la inyección de forma-
lina intraplantar.

 a) comparados con los ratones evaluados de manera aislada, la presencia 
de un ratón extraño produce una reducción del numero de respuestas do-
lorosas tras la administración de ácido acético intraperitoneal. b) estos com-
portamientos dolorosos provocados por el ácido acético pueden ser rever-
tidos por naloxona clorhidrato. c) el estrés social no muestra efecto en las 
respuestas dolorosas provocadas por la formalina intraplantar en ninguna 
de las dosis evaluadas (1% o 2,5%). d) naloxona cllorhidrato no mostró 
ningún efecto en las respuestas producidas por la formalina intraplantar.

 ** P < 0,05; ** P < 0,01

loxona clorhidrato ni la naloxona metiodida, modificaron las respuestas dolorosas 
tras la administración de capsaicina intraplantar (Fig. 1D). el estrés social, por lo 
tanto, parece producir una anti-nocicepción endógena inducida por opioides que 
ocurre en el sistema nervioso central específicamente durante la estimulación con 
capsaicina visceral pero no mediante su administración cutánea.
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a continuación se trató de determinar si el estrés social produce resultados 
comparables en otros modelos de dolor visceral o cutáneo. similar a langford et 
al. (8), hemos empleado la prueba de ácido acético, un modelo de dolor visce-
ral en el que se cuantifican durante 30 min el número de constricciones abdo-
minales producidas por la inyección de ácido acético diluido. similar a nuestros 
resultados con capsaicina intracolónica, encontramos que el número de cons-
tricciones abdominales fue fuertemente reducido por la presencia de un extraño 
(Fig. 2a), los ratones tratados con ácido acético que experimentan estrés social 
producen 41% menos comportamientos dolorosos que los ratones evaluados de 
manera aislada. una vez más, de manera similar a la capsaicina intracolónica, 
naloxona clorhidrato revirtió completamente la anti-nocicepción inducida por 
el estrés social en el modelo del ácido acético (Fig. 2B). la prueba de la forma-
lina, otro modelo ampliamente utilizado para la evaluación de dolor agudo cutá-
neo, evoca un patrón bifásico de conductas nociceptivas que dura aproximada-
mente 40 minutos en ratones. Hemos probado dos dosis de uso común, ya sea 
el 1% o 2,5% de formalina, inyectada de manera intraplantar. al igual que con 
la inyección intraplantar de capsaicina, los comportamientos nociceptivos debi-
dos a la formalina intraplantar (1% o 2,5%) se mantuvieron sin cambios por la 
presencia de un extraño (Fig. 2c), así como tras la administración de naloxona 
clorhidrato (Fig. 2D).

Discusión

Hemos demostrado que el estrés social suprime comportamientos nociceptivos 
asociados al dolor visceral por medio del sistema opioide al igual que ocurre en 
situaciones de estrés más graves (9). es importante destacar que el estrés social 
no suprimió los comportamientos dolorosos cuando estos fueron producidos por 
estímulos somáticos, lo que sugiere que el origen visceral de estimulación nociva 
es clave. en concreto, la supresión inducida por el estrés social de los comporta-
mientos dolorosos se revirtieron con naloxona clorhidrato (capaz de atravesar la 
barrera hematoencefálica) pero no con naloxona metiodida (incapaz de atravesar 
la barrera hematoencefálica).

una apariencia saludable puede significar la diferencia entre la vida y la muerte 
de especies presa como los ratones. Por ello, Williams (10) sugiere que la supre-
sión o la expresión del comportamiento doloroso puede otorgar beneficios de su-
pervivencia en diferentes circunstancias. Por ejemplo, mientras que la expresión del 
dolor puede contribuir a la supervivencia a través del apoyo del grupo familiar, la 
supresión del comportamiento doloroso puede ser ventajoso para evitar conflictos 
jerárquicos o depredadores. Hemos demostrado que, en comparación con ratones 
con dolor cutáneo, los ratones que experimentan dolor visceral son particularmente 
susceptibles a la analgesia opioide-dependiente ante la presencia de un extraño. cu-
riosamente, el tipo de irritante no parece ser un factor crítico, ya que, en el caso 
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de la capsaicina, cambiar la vía de administración es suficiente para evocar diferen-
tes respuestas al estrés social, a pesar de utilizar concentraciones idénticas. el dolor 
visceral y somático se procesan a través de diferentes vías en el sistema nervioso 
central, evocando la activación de distintas áreas del cerebro implicadas en la re-
gulación de las respuestas al estrés, la ansiedad y el estado de ánimo (5,11). como 
tal, el dolor visceral es capaz de provocar estados emocionales negativos que al-
teran la reactividad al estrés; es bien conocido que los pacientes con trastornos 
gastrointestinales funcionales tienen niveles desproporcionadamente altos de co-
morbilidades psicológicas como la ansiedad y depresión (12-13). además, el dolor 
visceral se considera más emocional que el dolor cutáneo, así como capaz de pro-
ducir una mayor respuesta autónoma (4). sin embargo, el estado emocional a tra-
vés del cual filtrar nuestras interpretaciones del entorno social puede tener efec-
tos importantes en los resultados.

Durante la evaluación comportamental de roedores es común que múltiples 
roedores se observen simultáneamente durante la medida de los comportamientos 
nociceptivos. De hecho, las cajas de prueba disponibles en el mercado están dise-
ñadas para el ensayo de múltiples roedores a la vez. teniendo en cuenta el cre-
ciente número de estudios sobre el dolor utilizando roedores (14) y el papel crí-
tico que juegan estas pruebas nociceptivas en el desarrollo analgésico preclínico 
(15), tener en cuenta la modulación social del dolor en la metodología experimen-
tal es fundamental para obtener resultados fiables. Por lo tanto, nuestros resulta-
dos ponen de manifiesto la importancia de los procedimientos en las pruebas de 
comportamiento que deben ser comparables a las empleadas en los estudios clíni-
cos. en concreto, nuestros resultados apoyan la minimización de las fuentes suti-
les de estrés social, limitando los estímulos visuales, y quizás también los contac-
tos auditivos / olfativos entre los ratones durante las pruebas nociceptivas, sobre 
todo en los modelos viscerales.
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capítulo 11

Diferencias de la analgesia opioide 
periférica frente a estímulos
térmicos y mecánicos

Montilla-García A, Sánchez-Fernández C,
Cobos EJ, Baeyens JM.

Resumen

Introducción: las vías de transmisión del dolor para estímulos mecánicos y tér-
micos son diferentes y se desconoce si los opioides producen analgesia frente a los 
dos tipos de estímulos por los mismos mecanismos. el principal objetivo de este 
estudio fue evaluar el efecto analgésico de agonistas opioides µ con distinta acti-
vidad intrínseca utilizando ambos tipos de estímulo, así como determinar la con-
tribución de los receptores opioides periféricos en dicha analgesia.

material y métodos: se utilizaron ratones hembras de la cepa cD-1. la analge-
sia frente al estímulo mecánico y térmico fue evaluada como incremento de la la-
tencia de respuesta en el test de presión de la pata (estímulo mecánico de 450 g) 
y en la placa caliente unilateral (placa a 55  ºc), respectivamente.

resultados: morfina, oxicodona o buprenorfina, administrados sistémicamente, 
produjeron efectos antinociceptivos de manera dosis dependiente frente a ambos 
tipos de estímulos, aunque produjeron en todos los casos una mayor analgesia 
frente al estímulo térmico que al mecánico. la analgesia inducida por estos ago-
nistas opioides fue revertida completamente, y en ambas modalidades sensoria-
les, por el antagonista opioide naloxona. sin embargo, la antinocicepción opioide 
frente al estímulo térmico fue mucho más sensible a los efectos de naloxona me-
tiodida (un antagonista opioide carente de penetrabilidad central) que los efectos 
frente al estímulo mecánico, lo que apunta a un papel más relevante de los recep-
tores opioides periféricos en la antinocicepción opioide frente a estímulos térmi-
cos. De hecho, la administración local (intraplantar) de los tres opioides evaluados 
produjo una marcada analgesia frente al estímulo térmico, mientras que no indujo 
efecto alguno frente al estímulo mecánico.

conclusión: la analgesia opioide periférica depende del tipo de estimulación sen-
sorial, siendo mucho más prominente en el dolor de tipo térmico que mecánico.
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Introducción

los opioides, particularmente los agonistas del subtipo µ (tales como morfina, oxi-
codona y buprenorfina), son muy utilizados en clínica como analgésicos [10]. los 
receptores opioides µ se expresan en distintos lugares de las vías del dolor, tanto el 
sistema nervioso central (médula espinal y sobre todo a nivel supraespinal) como 
en el sistema nervioso periférico (ganglios de la raíz dorsal y terminales nerviosas 
periféricas) [3]. Pese a su localización, tanto estudios clínicos [p. ej. 17] como pre-
clínicos [2, 3, 13] sugieren que el efecto analgésico de la administración sistémica 
de agonistas opioides µ se produce principalmente a nivel central, y que la contri-
bución periférica es muy limitada.

De hecho, hemos descrito recientemente que la analgesia opioide frente a estí-
mulos mecánicos tras la administración sistémica de estos fármacos es poco sensible 
al antagonismo de los receptores opioides periféricos por naloxona metiodida (un 
antagonista opioide con escasa penetrabilidad central) [13]. los receptores opioides 
µ periféricos se encuentran principalmente en nociceptores no mielinizados pepti-
dérgicos [14, 19], los cuales codifican principalmente para los estímulos de natu-
raleza térmica [1]. Por lo tanto, el tipo de estimulación sensorial evaluada podría 
ser determinante en la analgesia opioide periférica. sin embargo, no se han reali-
zado previamente estudios comparando la contribución de los receptores opioides 
periféricos a la analgesia inducida por la administración sistémica de opioides clí-
nicamente relevantes frente a estímulos mecánicos y térmicos, o los posibles efec-
tos analgésicos locales de dichos opioides.

en base a estos antecedentes, los principales objetivos de este trabajo fueron 
evaluar el efecto analgésico de agonistas opioides µ en el ratón utilizando dos mo-
dalidades sensoriales diferentes (estímulo mecánico y térmico), así como determinar 
la contribución de los receptores opioides periféricos en dicha analgesia.

Material y métodos

animalEs

Para los experimentos se utilizaron ratones hembra de la cepa cD1 (charles river, 
Barcelona, españa), con un peso comprendido entre 25-30 g. los animales fueron 
seleccionados para los experimentos al azar durante todo el ciclo estral. los rato-
nes se mantuvieron bajo condiciones ambientales controladas: ciclo 12/12-horas 
luz/oscuridad, temperatura constante (22 ± 2 °c), con acceso ad libitum al agua y 
alimento. las pruebas comportamentales se realizaron durante la fase de luz (9:00-
15:00 horas) y al azar a lo largo del ciclo estral. el cuidado de los animales se rea-
lizó siguiendo la normativa institucional (comité de ética en investigación de la 
universidad de Granada, Granada, españa) y las normas internacionales (Directiva 
86/609 de la comunidad europea).
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fármacos y administración dE fármacos

los fármacos opioides (y sus proveedores) fueron los siguientes: el agonista opioide 
µ morfina clorhidrato (Dirección General de Farmacia y Productos sanitarios, Mi-
nisterio de sanidad de españa), oxicodona clorhidrato y buprenorfina clorhidrato 
(sigma-aldrich Química sa, Madrid, españa). Para determinar la contribución de 
los receptores opioides periféricos en los efectos de estos agonistas opioides, reali-
zamos experimentos en los que asociamos la administración de estos fármacos con 
los antagonistas opioides naloxona metiodida (carente de penetrabilidad central) y 
de naloxona clorhidrato (que actúa tanto a nivel periférico como central) (sigma-al-
drich Química sa). todos los fármacos se disolvieron solución salina fisiológica estéril 
(0.9% nacl). Para evaluar los efectos de los tratamientos sistémicos, los fármacos o 
sus solventes fueron administrados subcutáneamente (s.c.) en la zona interescapular 
en un volumen de 5 mg/kg. Para evaluar los efectos locales (pata ipsilateral) de los 
tratamientos, los fármacos o sus solventes fueron administrados localmente mediante 
administraciones intraplantares (i.pl.) en un volumen de 20 μl, utilizando una mi-
crojeringa 1710 tll Hamilton (teknokroma, Barcelona, españa) con una aguja de 
calibre 30G x 1/2“. cuando los agonistas opioides se asociaron con los antagonistas, 
cada fármaco se administró en una zona distinta del área interescapular. 

Para estudiar los efectos de los tratamientos con los agonistas opioides sistémi-
cos, las soluciones de morfina y oxicodona se administraron 30 minutos antes de 
la estimulación de la pata, mientras que la buprenorfina se administró subcutánea-
mente una hora antes de la evaluación, ya que se ha descrito previamente que sus 
efectos analgésicos se producen con una latencia superior a la de otros opioides 
[20]. Para estudiar la contribución de los receptores opioides periféricos en dicha 
analgesia opioide, los antagonistas opioides naloxona o naloxona metiodida (o sa-
lino) se administraron subcutáneamente 5 minutos antes del agonista µ. en los ex-
perimentos en los que se explora el efecto de la administración local de los ago-
nistas opiodes, y con el objeto de minimizar los posibles efectos sistémicos de los 
tratamientos, los animales fueron evaluados 5 minutos después de la inyección i.pl.

Evaluación comportamEntal

Procedimientos generales: los animales fueron habituados durante una hora en la 
habitación de evaluación antes de comenzar los experimentos. los procedimien-
tos de manipulación y evaluación de los animales frente al estímulo mecánico y 
térmico fueron semejantes, para una mejor comparación de los resultados obteni-
dos utilizando las diferentes modalidades sensoriales. Brevemente, los ratones fue-
ron sostenidos suavemente por la piel de la zona superior de la región interesca-
pular, para ser sometidos de manera alterna en cada una de las patas traseras al 
estímulo sensorial, dejando un minuto entre medidas. como indicador de dolor 
se utilizó la latencia de aparición de la respuesta comportamental (forcejeo y reti-
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rada de la pata para la estimulación mecánica y térmica, respectivamente) tras el 
inicio de la estimulación sensorial. las condiciones experimentales específicas de 
cada test se describen más adelante. en ambos casos se estableció un tiempo de 
corte de 50 s para minimizar la posibilidad de daño tisular. los animales se eva-
luaron únicamente frente un tipo de estímulo.

evaluación de la nocicepción mecánica (test de presión de la pata): para la eva-
luación de los efectos de los fármacos frente al estímulo mecánico se utilizó un 
analgesímetro de presión (modelo 37215; ugo-Basile, varese, italia), estimulando la 
pata trasera con estructura cónica con la punta roma y a una intensidad de 450 
g hasta la aparición de la reacción de forcejeo [7, 12].

evaluación de la nocicepción térmica (test de la placa caliente unilateral): para 
la evaluación de los efectos de los fármacos frente al estímulo térmico se utilizó 
una placa caliente (analgesímetro modelo Pe34,  series 8, iitc life science inc.; los 
angeles, eeuu), programada a una temperatura de 55 ± 1 ºc [6].

la intensidades de las estimulaciones mecánica (450 g) y térmica (55 ºc) fue-
ron escogidas en base a que en nuestras condiciones experimentales ambas pro-
ducen una latencia de respuesta similar (ver sección de resultados).

análisis dE datos

Para el análisis de los resultados obtenidos con los tratamientos sistémicos (s.c.) se 
realizó el promedio de las medias de los dos valores obtenidos para cada para tra-
sera. sin embargo, para el análisis de los resultados obtenidos utilizando los trata-
mientos locales (i. pl.), se realizó de forma independiente el promedio de los dos 
valores obtenidos en cada pata trasera (ipsilateral y contralateral al tratamiento). 
las medias fueron comparadas estadísticamente mediante un análisis de la varianza 
(anova) de una o dos vías dependiendo del experimento. Para ambos casos, se 
aplicó el post-test de Bonferroni. los datos fueron analizados con el programa sigma-
Plot 12.0 (systat software inc., san Jose, ca, usa). las diferencias entre valores fue-
ron consideradas estadísticamente significativas cuando el P-valor fue inferior a 0,05.

Resultados

EfEcto dE la administración sistémica
(subcutánEa) dE los agonistas dE rEcEptorEs
opioidEs μ En la nocicEpción mEcánica
y térmica

la antinocicepción mecánica inducida por la administración s.c. de opioides µ 
se midió como el aumento de la respuesta de latencia de forcejeo cuando se aplicó 
una presión constante (450 g) en la pata trasera de los ratones, con respecto a la 
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latencia de respuesta de los ratones tratados con el solvente de los fármacos. la 
antinocicepción térmica se midió como el aumento de la latencia de retirada de 
la pata en los ratones tratados con los fármacos, con respecto a los ratones tra-
tados con su solvente cuando se aplicó una temperatura constante (55 ºc) en la 
pata trasera. la latencia de la respuesta de animales control fue similar frente al 
estímulo mecánico (1,36 ± 0,06 s) como al térmico (4,12 ± 0,73 s) (dosis 0 en la 
Fig. 1, símbolo cerrado y abierto respectivamente).

la administración subcutánea de la buprenorfina (0,0625-0,5 mg/kg) evocó un 
efecto antinociceptivo estadísticamente significativo frente al estímulo mecánico 
tan sólo a la dosis más alta administrada (Fig. 1, símbolos cerrados). la adminis-
tración sistémica de los agonistas opioides oxicodona (1-4 mg/kg) y morfina (4-16 

Figura 1. Comparación de la analgesia inducida por la administración subcutánea 
(s.c.) de varias dosis de agonistas opioides μ frente al estímulo mecánico 
(presión de 450 g) y térmico (55 ºC).

 Diferencias significativas entre los valores de los animales tratados con los 
opioides y su solvente (dosis 0), evaluados frente al mismo estímulo: ** P 
<0,01; y entre los valores de los animales tratados con las mismas dosis del 
opioide y evaluados frente al estímulo mecánico y térmico: ## P <0,01.
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mg/kg) indujo un efecto antinociceptivo frente al estímulo mecánico de manera 
dosis dependiente (Fig. 1, símbolos cerrados).

Para comparar el efecto de estos fármacos en el dolor inducido por el estí-
mulo mecánico con el estímulo térmico, utilizamos las mismas dosis de los ago-
nistas opioides en ambas modalidades sensoriales. como se muestra en la Fig. 1, 
los efectos de los agonistas µ evaluados frente al estímulo térmico fueron marca-
damente superiores que frente al estímulo mecánico. De hecho, la administración 
subcutánea de buprenorfina indujo un efecto antinociceptivo estadísticamente sig-
nificativo en todo el rango de dosis evaluado, y las dosis más altas de oxicodona y 
morfina indujeron en los animales incluso latencias de respuesta próximas al tiempo 
de corte (50 s) (Fig. 1, símbolos abiertos). Por lo tanto, la administración sistémica 
de agonistas opioides μ induce efectos antinociceptivos el ratón cuya intensidad 
depende del tipo de estimulación sensorial empleada, siendo mayor la antinoci-
cepción térmica que la mecánica.

contribución dE los rEcEptorEs opioidEs
pEriféricos En la antinocicEpción mEcánica 
y térmica inducida por la administración 
sistémica dE varios agonistas µ

Para entender el papel de los receptores opioides periféricos en la antinocicepción 
mecánica y térmica inducida por analgésicos opioides μ, evaluamos la sensibilidad 
de esta antinocicepción frente a naloxona metiodida, un antagonista opioide cuya 
actuación se limita a la periferia. la latencia de respuesta frente al estímulo mecá-
nico o térmico aumentó notablemente en animales tratados s.c. con morfina (16 
mg/kg), oxicodona (3 mg/kg) y buprenorfina (0,5 mg/kg) en comparación con ra-
tones control, aunque como se ha descrito en el apartado anterior, este incremento 
fue mayor frente al estímulo térmico que frente al estímulo mecánico (Figs. 2a y 
B, respectivamente).

la asociación de la administración de morfina o buprenorfina con el antago-
nista opioide periférico naloxona metiodida (2-6 mg/kg, s.c.) no alteró el efecto de 
ninguno de estos agonistas opioides frente al estímulo mecánico (Fig 2a.). sin em-
bargo, la antinocicepción inducida por la oxicodona fue levemente revertida por 
la dosis más alta de este antagonista opioide (Fig. 2a). sin embargo, la asociación 
de estas mismas dosis de naloxona metiodida con morfina, oxicodona o buprenor-
fina indujo una marcada disminución dosis dependiente del efecto antinociceptivo 
frente al estímulo térmico de estos tres agonistas opioides (Fig. 2B).

a diferencia de esta reversión diferencial dependiente de la estimulación sen-
sorial en el efecto de los analgésicos opioides por naloxona metiodida, el antago-
nista opioide con penetrabilidad central naloxona (0,5 mg/kg, sc) fue capaz de re-
vertir completamente el efecto antinociceptivo inducido por todos los agonistas μ 
tanto en la antinocicepción mecánica como térmica (Figs. 2a y B, respectivamente).
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Figura 2. Contribución de los receptores opioides periféricos a la analgesia indu-
cida por la administración subcutánea (s.c.) de varios agonistas opioides μ 
frente al estímulo mecánico (presión de 450 g) y térmico (55 ºC).

 los tratamientos con los agonistas opioides fueron asociados al antagonista 
opioide con penetrabilidad central naloxona (nx) o al antagonista opioide 
de acción periférica naloxona metiodida (nx-M). Diferencias significativas 
entre animales tratados con los agonistas opioides μ y su solvente: ** P 
<0,01; y entre animales tratados con agonistas opioides μ y su asociación 
con nx o nx-M: ## P <0,01.
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estos resultados indican que la antinocicepción opioide frente al estímulo tér-
mico es mucho más sensible al antagonismo de los receptores opioides periféricos 
que la antinocicepción opioide frente al estímulo mecánico.

EfEcto dE la administración local 
(intraplantar) dE los agonistas dE 
rEcEptorEs opioidEs µ En la nocicEpción 
mEcánica y térmica.

Dado que el efecto antinociceptivo de los agonistas opioides administrados s.c. 
frente al estímulo térmico parece involucrar la participación de receptores opioi-
des periféricos en mayor medida que frente a estímulos mecánicos, estudiamos los 
efectos de la administración local de buprenorfina, oxicodona y morfina frente a 
ambas estimulaciones sensoriales.

la latencia de respuesta en los ratones tratados con el solvente de los fárma-
cos frente al estímulo mecánico y térmico fue similar (1,94 ± 0,34 y 3,93 ± 0,41 
s, respectivamente) (dosis 0 en la Fig. 3; símbolo cerrado para el estímulo mecá-
nico y abierto para la estimulación térmica). la administración i.pl. de los opioides 
buprenorfina (3,125-25 μg), oxicodona (12,5-100 μg) o morfina (50-200 μg) no in-
dujo ningún efecto antinociceptivo significativo frente al estímulo mecánico (Fig. 
3 símbolos cerrados). sin embargo, la administración i.pl. de estos mismos agonis-
tas opioides indujo un marcado incremento en la latencia de respuesta de anima-
les sometidos al estímulo térmico. este efecto antinociceptivo frente al estímulo 
térmico se produjo de manera local, ya que la administración i.pl. con los agonis-
tas opioides no alteró la latencia de respuesta cuando los animales fueron estimu-
lados en la pata contralateral al tratamiento, con la excepción de la dosis más alta 
de oxicodona evaluada (50 µg) que indujo un leve efecto antinociceptivo contra-
lateral (datos no mostrados). Por lo tanto, la administración local de los agonis-
tas opioides μ induce una clara antinocicepción térmica sin alterar el dolor frente 
al estímulo mecánico.

Discusión

en este estudio mostramos que el efecto analgésico inducido por distintos opioi-
des µ (buprenorfina, oxicodona y morfina) depende del tipo de estimulación sen-
sorial utilizado. los efectos antinociceptivos de los tres agonistas opioides, admi-
nistrados sistémicamente, son superiores frente al estímulo térmico que mecánico. 
además, mientras que los efectos antinociceptivos de los agonistas opioides frente 
al estímulo térmico requieren de la participación de receptores opioides perifé-
ricos (sensibles al antagonismo por naloxona metiodida), estos no parecen ser 
tan importantes para el efecto analgésico de los agonistas µ frente al estímulo 
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mecánico. la diferencia en importancia de los receptores opioides periféricos en 
los efectos de los agonistas opioides frente a estímulos mecánicos y térmicos, se 
pone de manifiesto por el gran efecto antinociceptivo local inducido por estos 
fármacos frente al estímulo térmico, mientras que carecen de actividad antino-
ciceptiva local frente al estímulo mecánico. estos resultados no habían sido des-
critos previamente.

en clínica, los opioides que se utilizan con fines analgésicos son los agonistas 
opioides del subtipo µ [10], de ahí que para nuestro estudio hayamos seleccio-
nado tres agonistas µ con amplio uso clínico: la morfina, la oxicodona y la bu-
prenorfina. son muchos los trabajos que demuestran como los opioides vía sis-

Figura 3. Comparación de la analgesia inducida por la administración intraplan-
tar (i.pl.) de varios agonistas opioides μ frente al estímulo mecánico (presión 
de 450 g) y térmico (55 ºC).

 Diferencias significativas entre los valores de los animales tratados con los 
opioides y su solvente, evaluados frente al mismo estímulo: ** P <0,01; y 
entre los valores de los animales tratados con las mismas dosis del opioide 
y evaluados frente al estímulo mecánico y térmico: ## P <0,01. ningún tra-
tamiento produjo efecto en la pata contralateral, excepto oxicodona 50 μg 
frente al estímulo térmico.
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témica ejercen un efecto antinociceptivo en dolor agudo frente a distintos tipos 
de estimulación sensorial [8, 12, 18]. De acuerdo con estos trabajos previos, mos-
tramos que los opioides vía sistémica actúan como analgésicos en dolor agudo 
frente a estímulos térmicos y mecánicos de forma dosis dependiente. sin em-
bargo, el efecto analgésico de los tres opioides utilizados fue considerablemente 
mayor frente al estímulo térmico que frente al mecánico. cabe destacar que 
para la realización de este estudio, los animales han sido manipulados y evalua-
dos frente a ambas estimulaciones sensoriales de un modo muy similar, en los 
que la única diferencia obvia fue el tipo de estímulo aplicado (presión plantar y 
placa caliente unilateral). Por lo tanto, posibles diferencias en el método de eva-
luación de la nocicepción frente a ambos estímulos no parecen jugar un papel 
relevante en los resultados obtenidos. este estudio es el primero en el que se ha 
realizado una comparación de este tipo entre los efectos analgésicos de los opioi-
des frente a diferentes estimulaciones sensoriales.

los receptores opioides µ se expresan en el sistema nervioso central así como 
a nivel periférico [3, 13]. los efectos analgésicos de los opioides se consideran tra-
dicionalmente de origen central [2, 3, 11, 17]. sin embargo, en los últimos años, 
la activación de los receptores opioides periféricos como posible herramienta para 
el tratamiento del dolor ha despertado un gran interés en la comunidad cientí-
fica [15, 16]. en este estudio mostramos que la analgesia inducida por la adminis-
tración sistémica de morfina y buprenorfina frente a estímulos mecánicos es poco 
sensible a la naloxona metiodida, lo que sugiere que sus efectos ocurren principal-
mente a nivel central. estos datos son congruentes con uno de nuestros estudios 
más recientes [13]. sin embargo, el efecto antinociceptivo de la oxicodona fue sen-
sible al antagonista opioide periférico, aunque sólo a la dosis más alta usada en 
este estudio (6 mg/kg). estos resultados concuerdan con datos clínicos y preclíni-
cos que sugieren que parte de los efectos analgésicos de oxicodona se deben a su 
actuación periférica [9, 13].

a diferencia de la poca sensibilidad al antagonismo de los receptores opioi-
des periféricos de la analgesia opioide frente al estímulo mecánico, la analgesia 
opioide frente al estímulo térmico muestra una gran sensibilidad a la naloxona 
metiodida. Por lo tanto, podemos afirmar con este estudio comparativo que la 
contribución de los receptores opioides periféricos a la analgesia inducida por la 
administración sistémica de fármacos opioides µ depende del tipo de estimula-
ción sensorial utilizada.

Para estudiar más en profundidad la diferencia de sensibilidad del estímulo 
térmico y mecánico a la activación opioide periférica, realizamos administracio-
nes i.pl. de los agonistas opioides y exploramos sus efectos frente a ambos es-
tímulos. la administración local de buprenorfina, oxicodona o morfina produjo 
analgesia frente a estímulos térmicos pero no frente a estímulos mecánicos. ade-
más, los efectos antinociceptivos de la administración i.pl. de agonistas µ frente 
al estímulo térmico se producen de manera local, ya que no alteran las respues-
tas comportamentales de los animales al ser estimulados en la pata contralateral 
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al tratamiento. Hasta ahora, había estudios aparentemente contradictorios ya que 
mientras que unos defendían la existencia del efecto analgésico local de opioides 
como la morfina, usando un estímulo térmico [4, 5], otros demostraban la falta 
de efecto local de distintos agonistas opioides usando un estímulo mecánico [12, 
13]. el presente estudio muestra claramente que el tipo de estimulación senso-
rial juega un papel clave en la detección de efectos analgésicos locales inducidos 
por el agonismo µ. 

las vías de transmisión del dolor para estímulos mecánicos y térmicos son 
diferentes [1]. existen subpoblaciones de nociceptores que pueden diferenciarse 
según los marcadores moleculares que expresan. así pues, los nociceptores amie-
línicos no peptidérgicos expresan iB4 (isolectina B4) y codifican para la trans-
misión del estímulo mecánico, mientras que los peptidérgicos expresan otros 
marcadores moleculares, tales como sustancia P, cGrP (Calcitonin Gene-Related 
Peptide), trPv1 (Transient Receptor Potential Vanilloid 1), y codifican para estí-
mulos térmicos. cabe destacar que ya que los receptores opioides µ se locali-
zan principalmente en nociceptores no mielinizados peptidérgicos [14, 19]. Por 
lo tanto, las diferencias en la analgesia opioide periférica dependientes del tipo 
de estimulación sensorial explorada, podría explicarse por la distribución dife-
rencial de estos receptores en las poblaciones neuronales que codifican para los 
distintos estímulos.

en conclusión, este estudio pone de manifiesto que el efecto analgésico de los 
agonistas opioides es altamente dependiente del tipo de estimulación dolorosa, 
siendo más prominente para los estímulos térmicos que para los estímulos mecá-
nicos, y que estas diferencias podrían deberse a la participación de los receptores 
opioides periféricos en la analgesia frente a estímulos térmicos y no frente a estí-
mulos mecánicos.

Agradecimientos

este estudio fue financiado por el Ministerio español de educación y ciencia (saF2010-
15343), la secretaría General de economía y competitividad de españa (saF2013-
47481), la Junta de andalucía (Grupo cts-109), fondos FeDer, laboratorios esteve, 
el centro español de Desarrollo tecnológico e industrial (proyecto Genius Pharma), 
Ministerio español de ciencia e innovación (mediante una beca de Formación de 
Profesorado universitario a c. sánchez-Fernández), y por el Plan de investigación 
de la universidad de Granada (e.J. cobos). 

Referencias

 1. Dubin ae, Patapoutian a. nociceptors: the sensors of the pain pathway. J clin invest 
2010; 120(11):3760-72.



Montilla-García a, sáncHez-FernánDez c, coBos eJ, BaeYens JM

 172

 2. Joshi sK, Mikusa JP, Weaver B, Honore P. Morphine and aBt-594 (a nicotinic acetyl-
choline agonist) exert centrally mediated antinociception in the rat cyclophospha-
mide cystitis model of visceral pain. J Pain 2008; 9(2):146-56.

 3. Khalefa Bi, shaqura M, al-Khrasani M, Furst s, Mousa sa, schafer M. relative contri-
butions of peripheral versus supraspinal or spinal opioid receptors to the antinoci-
ception of systemic opioids. eur J Pain 2012; 16(5):690-705.

 4. Kolesnikov Ya, Jain s, Wilson r, Pasternak GW. Peripheral morphine analgesia: synergy 
with central sites and a target of morphine tolerance. J Pharmacol exp Ther 1996; 
279(2):502-6.

 5. Kolesnikov Ya, chereshnev i, Pasternak GW. analgesic synergy between topical lido-
caine and topical opioids. J Pharmacol exp Ther 2000; 295(2):546-51.

 6. Menendez l, lastra a, Hidalgo a, Baamonde a. unilateral hot plate test: a simple 
and sensitive method for detecting central and peripheral hyperalgesia in mice. J 
neurosci Methods 2002; 113(1):91-7.

 7. Menendez l, lastra a, Meana a, Hidalgo a, Baamonde a. analgesic effects of loper-
amide in bone cancer pain in mice. Pharmacol Biochem Behav 2005; 81(1):114-21.

 8. Morgan MM, Fossum en, stalding BM, King MM. Morphine antinociceptive potency 
on chemical, mechanical, and thermal nociceptive tests in the rat. J Pain 2006; 
7(5):358-66.

 9. olesen ae, upton r, Foster DJ, staahl c, christrup ll, arendt-nielsen l, et al. a phar-
macokinetic and pharmacodynamic study of oral oxycodone in a human experimen-
tal pain model of hyperalgesia. clin Pharmacokinet 2010; 49(12):817-27.

 10. Pasternak GW, Pan YX. Mix and match: heterodimers and opioid tolerance. neuron 
2011; 69(1):6-8.

 11. ringkamp M, raja sn. Dissecting the relative contribution of central versus periph-
eral opioid analgesia: are the analgesic and adverse effects of opioids inseparable? 
eur J Pain 2012; 16(5):621-3.

 12. sanchez-Fernandez c, nieto Fr, Gonzalez-cano r, artacho-cordon a, romero l, Mon-
tilla-Garcia a, et al. Potentiation of morphine-induced mechanical antinociception 
by sigma(1) receptor inhibition: role of peripheral sigma(1) receptors. neurophar-
macology 2013; 70:348-58.

 13. sanchez-Fernandez c, Montilla-Garcia a, Gonzalez-cano r, nieto Fr, romero l, art-
acho-cordon a, et al. Modulation of peripheral mu-opioid analgesia by sigma1 re-
ceptors. J Pharmacol exp Ther 2014; 348(1):32-45.

 14. scherrer G, imamachi n, cao YQ, contet c, Mennicken F, o’Donnell D, et al. Disso-
ciation of the opioid receptor mechanisms that control mechanical and heat pain. 
cell 2009; 137(6):1148-59.

 15. smith Hs. Peripherally-acting opioids. Pain Physician 2008; 11(2 suppl):s121-s132.
 16. stein c, schafer M, Machelska H. attacking pain at its source: new perspectives on 

opioids. nat Med 2003; 9(8):1003-8.
 17. Thomas J, Karver s, cooney Ga, chamberlain BH, Watt cK, slatkin ne, et al. Meth-

ylnaltrexone for opioid-induced constipation in advanced illness. n engl J Med 2008; 
358(22):2332-43.



capítulo 11. Diferencias de la analgesia opioide periférica frente a estímulos…

encuentros en neurociencias, vol. iii 173

 18. vidal-torres a, de la Puente B, rocasalbas M, tourino c, Bura sa, Fernandez-Pastor B, 
et al. sigma-1 receptor antagonism as opioid adjuvant strategy: enhancement of opi-
oid antinociception without increasing adverse effects. eur J Pharmacol 2013; 711(1-
3):63-72.

 19. Yamamoto J, Kawamata t, niiyama Y, omote K, namiki a. Down-regulation of 
mu opioid receptor expression within distinct subpopulations of dorsal root 
ganglion neurons in a murine model of bone cancer pain. neuroscience 2008; 
151(3):843-53.

 20. Yassen a, olofsen e, Dahan a, Danhof M. Pharmacokinetic-pharmacodynamic model-
ing of the antinociceptive effect of buprenorphine and fentanyl in rats: role of re-
ceptor equilibration kinetics. J Pharmacol exp Ther 2005; 313(3):1136-49.





capítulo 12. Papel de los receptores sigma-1 en la analgesia opioide periférica

encuentros en neurociencias, vol. iii 175

capítulo 12

Papel de los receptores sigma‒1 
en la analgesia opioide periférica

Sánchez‒Fernández C, Montilla‒García A, 
González‒Cano R1,2, Nieto FR1,2, Romero L, 
Artacho‒Cordón A, Montes R, Baeyens JM, 
Entrena JM, Cobos EJ

Resumen

antecedentes: los opioides son analgésicos de acción principalmente central, 
utilizados para el tratamiento del dolor. estos fármacos producen diversos efectos 
adversos de relevancia clínica, como el estreñimiento. la analgesia opioide es po-
tenciada por la inhibición del receptor sigma‒1 (σ1) a nivel central. sin embargo, 
se desconoce si esto podría ocurrir en la periferia o si afectaría en igual manera 
al estreñimiento.

objetivos: estudiar el papel del receptor σ1 en la analgesia opioide periférica en 
un modelo de dolor agudo en el ratón (presión de la pata a 450 g), y en el estre-
ñimiento inducido por opioides.

resultados: el efecto analgésico de opioides µ (fentanilo, oxicodona, morfina, 
buprenorfina y tramadol) administrados sistémicamente se incrementó enorme-
mente en ratones knockout‒σ1. incluso loperamida, un agonista opioide periférico 
usado clinicamente como antidiarreico, produjo analgesia en ratones knockout‒σ1. 
esta potenciación de la analgesia opioide se replicó en ratones wild‒type tratados 
localmente (intraplantar) con el antagonista σ1 BD‒1063, y estos efectos fueron re-
vertidos por el agonista σ1 Pre‒084. la administración subcutánea del antagonista 
opioide periférico naloxona metiodida revirtió más eficazmente la potenciación anal-
gésica opioide inducida por la inhibición de σ1 que la analgesia opioide en condi-
ciones normales, indicando la relevancia de los receptores opioides periféricos en 
los efectos de la inhibición σ1. la inhibición del receptor σ1 no potenció el estre-
ñimiento inducido por la administración de loperamida o fentanilo.

conclusión: la inhibición del receptor σ1 podría utilizarse como un adyuvante 
local o sistémico para potenciar la analgesia opioide periférica sin aumentar el es-
treñimiento.

Introducción

los fármacos opioides, especialmente los de subtipo µ, son muy utilizados en 
clínica debido a su acción analgésica [1, 22]. este efecto se produce principal-
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mente a nivel del sistema nervioso central, aunque actualmente no se descarta 
la participación de receptores opiodes periféricos [4, 10, 28]. sin embargo, el uso 
de opioides va acompañado de la aparición de efectos adversos como el estre-
ñimiento. este efecto adverso es producido principalemnte a nivel periférico y 
es una de las principales causas de abandono del tratamiento por parte de los 
pacientes [23]. Por otro lado, esta acción inhibitoria de los opioides en el trán-
sito gastrointestinal es utilizada en clínica, y de hecho, el opioide de acción pe-
riférica loperamida (y que carece de acción analgésica), es utilizado como an-
tidiarreico [14, 7].

el receptor sigma‒1 (σ1) tras su descubrimiento fue erróneamente clasificado 
como un receptor opioide, y actualmente es considerado una entidad farmacoló-
gica única [3, 34]. su inhibición no altera el dolor agudo [e.g. 2, 5, 6, 16,24]. sin 
embargo, se ha demostrado que cuando se aplica un estímulo térmico, la inhibi-
ción farmacológica o genética de este receptor aumenta el efecto analgésico de los 
opioides a nivel central [12, 21, 17, 18, 15]. no obstante, aún se desconocen nume-
rosos aspectos referentes a la interacción entre el receptor σ1 y el funcionamiento 
de los fármacos opioides. Por ejemplo, la ontogénesis y los mecanismos neuroquí-
micos subyacentes a la analgesia producida por morfina al aplicar un estímulo me-
cánico y térmico es diferente [13, 26, 30, 32], por lo tanto, no se pueden extrapo-
lar directamente los resultados obtenidos con un estímulo térmico a la aplicación 
de un estímulo mecánico. además, los datos publicados hasta el momento descri-
ben el papel del receptor σ1 en la modulación de la analgesia a nivel central, pero 
se desconoce su papel a nivel periférico. Por último, se desconoce el efecto de la 
inhibición del receptor σ1 en el estreñimiento, un prominente efecto opioide ad-
verso de origen periférico.

Por lo tanto, los principales objetivos de nuestro trabajo fueron estudiar la 
contribución de los receptores opioides periféricos al efecto antinociceptivo de la 
administración sistémica de analgésicos opioides (como buprenorfina, fentanilo, 
oxicodona, morfina y tramadol), y del agonista opioide periférico loperamida, en 
circunstancias normales y durante la inhibición del receptor σ1. además, estudia-
mos si la inhibición del receptor σ1 modifica los efectos en el tránsito intestinal 
los fármacos opioides. Para inhibir los receptores σ1, se utilizaron ratones knoc-
kout σ1 (Ko‒σ1) o el antagonista selectivo σ1 BD‒1063 [3]. Para estudiar el papel 
de los receptores opioides periféricos (durante la inhibición del receptor σ1 y 
durante una situación control) usamos al antagonista opioide de acción perifé-
rica naloxona metiodida [19]. Para estudiar los posibles efectos de la inhibición 
del receptor σ1 en el tránsito gastrointestinal inducida por fármacos opioides, 
utilizamos dos agonistas µ con distinta capacidad de acceso al sistema nervioso 
central: fentanilo (alta penetrabilidad central) y loperamida (de acción exclusiva-
mente periférica). De manera adicional, y como apoyo de nuestros datos com-
portamentales, estudiamos la expresión del receptor σ1 en varias áreas del sis-
tema nervioso central y periférico.
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Materiales y Métodos

animalEs dE ExpErimEntación

los experimentos se realizaron con ratones salvajes (Wt) hembra de la cepa cD‒1 
(charles river, Barcelona, españa) y Ko‒σ1 del mismo género y cepa (esteve, Bar-
celona, españa), con un peso de 25‒30 g. los animales permanecieron estabulados 
con un ciclo de de luz/oscuridad de 12h (08:00‒20:00 horas), temperatura contro-
lada de 22±2ºc y fueron alimentados con una dieta estándar de laboratorio (Har-
lan teklad research Diet, Madison, Wi, eeuu) y agua ad libitum. los experimentos 
se realizaron en la fase luminosa (09:00‒15:00 horas) y distribuidos al azar durante 
el ciclo estral. los animales fueron manipulados de acuerdo con la Directiva eu-
ropea 86/609/cee, y los protocolos experimentales fueron aprobados previamente 
por el comité de ética de experimentación animal de la universidad de Granada.

fármacos y administración dE fármacos

se utilizaron los agonistas opioides morfina (subdirección General de Farmacia y 
Productos sanitarios, Ministerio de sanidad), fentanilo, oxicodona, buprenorfina y 
tramadol, y el agonista opioide periférico loperamida (sigma‒aldrich Química sa, 
Madrid, españa). los antagonistas opioides usados fueron naloxona y naloxona me-
tiodida (ambos de sigma‒aldrich Química sa). los ligandos selectivos σ1 utiliza-
dos fueron el antagonista selectivo BD‒1063 y para confirmar su selectividad uti-
lizamos al agonista selectivo σ1 Pre‒084 (ambos de tocris cookson ltd., Bristol, 
uK). los fármacos se disolvieron en salino, con la excepción de la loperamida, que 
fue disuelta en DMso al 1% en salino. las administraciones sistémicas de los fár-
macos se realizaron mediante inyecciones subcutáneas (s.c.) en la zona interesca-
pular, usando un volumen de 5 ml/kg. las administraciones locales se realizaron 
mediante administraciones intraplantares (i.pl.), usando una microjeringa 1710 tll 
Hamilton (teknokroma, Barcelona, españa) con una aguja de calibre 30G x 1/2“, 
siendo el volumen de inyección de 20 µl.

Evaluación dE la rEspuEsta comportamEntal
frEntE a un Estímulo mEcánico doloroso 
(prEsión dE la pata)

los animales fueron habituados durante 1 h en la habitación de experimentación. 
tras ser convenientemente inmovilizados fueron evaluados aplicando un estímulo 
mecánico romo sobre las patas traseras, tal y como se describió previamente [19] 
con pequeñas modificaciones. utilizamos un analgesímetro de presión (Modelo 
37215, ugo‒Basile, varese, italia), aplicando una estructura cónica con la punta re-
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dondeada a una intensidad constante (450 g) sobre la parte dorsal de las patas del 
animal. se registró el tiempo de latencia de la respuesta de forcejeo, utilizada como 
indicador del dolor. cada ratón fue evaluado dos veces en cada pata de forma al-
terna dejando un minuto entre medidas.

los analgésicos opioides fentanilo, morfina, oxicodona y tramadol se adminis-
traron vía subcutánea (s.c.) 30 min antes de la evaluación comportamental. la bu-
prenorfina fue administrada 1 h antes ya que su máximo efecto antinociceptivo 
es más tardío que [33]. cuando se estudió el efecto de la administración local de 
BD‒1063, este se administró 5 min antes de la evaluación, para minimizar la pro-
babilidad de la absorción sistémica. Para evaluar los efectos del Pre‒084, naloxona 
o naloxona metiodida, estos fármacos o su solvente fueron administrados 5 min 
antes de la solución de los agonistas µ. en los experimentos donde los fárma-
cos se administraron exclusivamente por vía sistémica, se consideró la media de 
los tiempos de latencia de las dos medidas realizadas en cada pata. sin embargo, 
cuando el BD‒1063 se administró por vía i.pl. con objeto de estudiar su efecto a 
nivel local, la media de las dos evaluaciones obtenidas en cada pata fueron anali-
zadas de forma independiente.

Evaluación dE la inhibición dEl tránsito 
intEstinal inducida por fEntanilo
y lopEramida

el efecto de los opioides en el tránsito intestinal se estudió utilizando el procedi-
miento descrito por chien y Pasternak (1994), con pequeñas modificaciones. tras 
8 h de ayuno (con acceso libre a agua), fentanilo, loperamida o sus solventes fue-
ron administrados por vía s.c.; 30 min tras la inyección s.c. se administró vía oral 
0.3 ml de carbón activado (0.5 g/ml). 30 min tras la administración de este último, 
es decir, 1 h después de la administración del fármaco, los animales fueron sacri-
ficados por dislocación cervical. el intestino delgado fue aislado y se midió la dis-
tancia recorrida por el carbón activado. en los experimentos en los que se asoció 
al tratamiento opioide un antagonista σ1, este último se administró vía s.c. 5 min 
antes de la solución del opioide.

Estudio dE la ExprEsión dEl rEcEptor σ1
En divErsas árEas dEl sistEma nErvioso 
mEdiantE “wEstErn blotting”

estudiamos la expresión del receptor σ1 en áreas del sistema nervioso central y pe-
riférico implicadas en el dolor y la analgesia opioide, concretamente en la amíg-
dala basolateral (Bla), la bulbo rostroventral (rvM), la sustancia gris periacueduc-
tal (PaG), la zona dorsal del ensanchamiento lumbar medular (dsc), y los ganglios 
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de la raíz dorsal (DrGs) de la médula espinal (a nivel de l4‒l5, correspondientes 
a la inervación de la pata). las muestras fueron homogeneizadas por sonicación 
en una solución tamponada, y la concentración de proteínas se midió mediante 
la técnica de Bradford. las muestras fueron almacenadas a ‒80 ºc hasta su uso. se 
utilizaron muestras tanto de ratones Wt como de ratones Ko‒σ1 (usados como 
control de la especificidad del procedimiento).

las proteínas de las muestras fueron separadas mediante electroforesis en geles 
de sDs‒acrilamida (12 %) y transferidas a membranas de nitrocelulosa. tras el blo-
queo, las membranas se incubaron durante toda la noche con un anticuerpo mo-
noclonal de ratón frente al receptor σ1 (1:1000, ref. sc‒137075, santa cruz Biotech-
nology, Dallas, tX, usa) y con el anticuerpo de ratón frente a β‒actina (1:2500, ref. 
sc‒81178, santa cruz Biotechnology) utilizada como control de carga. las membra-
nas fueron lavadas (3x) para posteriormente ser incubadas con un anticuerpo se-
cundario anti‒igG de ratón conjugado con peroxidasa (1:2500, ref. sc‒2005, santa 
cruz Biotechnology). las bandas se revelaron mediante una técnica de quimiolumi-
niscencia (ecl Prime Western Blotting Detection reagents, amersham Biosciences, 
Buckinghamshire, uK). el análisis de las bandas se realizó con el programa Quan-
tity one (Bio‒rad). los datos se representaron como la razón de la intensidad de 
las bandas de σ1 con respecto a las de β‒actina.

análisis dE datos

Para el análisis estadístico se usó el programa sigma Plot 12 (systat software inc., 
san Jose, ca, eeuu). los datos experimentales fueron comparados mediante un 
análisis de la varianza (anova) de una o dos vías seguido del test de Bonfe-
rroni. las diferencias entre los valores se consideraron estadísticamente significati-
vas cuando p < 0,05.

Resultados y discusión

comparación dEl EfEcto dE la 
administración sistémica dE agonistas 
opioidEs µ En ratonEs wt y Ko–σ1

no se encontraron diferencias significativas en la latencia de respuesta en Wt y 
Ko‒σ1 al aplicar 450 g, de acuerdo con la ausencia de diferencias en la respuesta 
de los ratones de ambos genotipos ante un estímulo mecánico romo que hemos 
descrito recientemente [25].

el efecto antinociceptivo de los opioides fue evaluado como el incremento en 
el tiempo de latencia de respuesta con respecto a los ratones tratados con sus sol-
ventes, al aplicar el estímulo doloroso de 450 g. la administración s.c. de los anal-
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gésicos opioides fentanilo (0,04‒0,32 mg/kg), oxicodona (0,75‒4 mg/kg) o morfina 
(0,5‒16 mg/kg), indujo un efecto antinociceptivo dosis dependiente en ratones Wt. 
sin embargo, la administración de buprenorfina (0,06‒0.48 mg/kg, s.c.) indujo un 
efecto antinociceptivo estadísticamente significativo solo a la dosis más alta en estos 
ratones. tramadol (5‒40 mg/kg, s.c.) no tuvo efecto alguno (Fig. 1 B, símbolos ce-
rrados). los datos obtenidos con la buprenorfina y el tramadol en el Wt muestran 
que este modelo es muy exigente en cuanto a la detección de efectos analgésicos.

las dosis de fármaco necesarias para obtener un efecto significativo en ratones 
Ko‒σ1 fue menor que en ratones Wt, obteniéndose un desplazamiento hacia la iz-
quierda de todas las curvas dosis‒respuesta. además, el efecto antinociceptivo con-
seguido con las dosis más elevadas de los fármacos estudiados fue marcadamente 
superior en los ratones Ko‒σ1 (Fig. 1 a y B, símbolos abiertos).

Figura 1. Latencia de forcejeo (presión de la pata, 450 g) tras la administración 
sistémica (s.c.) de: (A) fentanilo, oxicodona y morfina; (B) buprenorfina, lop-
eramida y tramadol, o sus solventes (dosis 0), en ratones wild‒type (WT) y 
knockout σ1 (σ1‒KO).

 Diferencias estadísticamente significativas entre los valores obtenidos en los 
grupos tratados con solvente y los tratados con opioides: *P < 0.05; **P < 
0.01, y entre los valores obtenidos en  ratones Wt y σ1‒Ko tratados con 
la misma dosis de un mismo opioide: ##P < 0.01 (anova de doble vía se-
guido del test de Bonferroni).
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además, estudiamos el efecto del agonista opioide periférico loperamida en una 
situación control y de inhibición del receptor σ1. De acuerdo con estudios previos, 
la administración s.c. de loperamida (1‒4 mg/kg) no indujo ningún efecto en la no-
cicepción aguda frente al estímulo mecánico en ratones Wt [19, 27]. sin embargo, 
los ratones Ko‒σ1 mostraron un marcado incremento de la latencia de respuesta 
al ser tratados con este agonista opioide periférico. este efecto antinociceptivo 
fue mayor incluso que el obtenido en ratones Wt tratados con opioides mayores 
como fentanilo, morfina u oxicodona, lo que sugiere un marcado incremento de 
la acción opioide periférica en estos ratones modificados genéticamente (Fig. 1 B).

estos resultados sugieren que la inhibición genética del receptor σ1 potencia 
la antinocicepción mecánica inducida por la administración sistémica de diversos 
agonistas µ usados en clínica como analgésicos. asimismo, los resultados obteni-
dos con el agonista opioide periférico loperamida, apuntan a que además de mo-
dular a nivel central el efecto antinociceptivo de los opioides frente a estímulos 
térmicos, como se había descrito previamente [12, 21, 17, 18, 16], el receptor σ1 es 
capaz de modular el efecto antinociceptivo opioide a nivel periférico frente a es-
tímulos mecánicos.

contribución dE los rEcEptorEs opioidEs 
pEriféricos a la antinocicEpción inducida 
por la administración sistémica 
(subcutánEa) dE agonistas opioidEs µ En 
ratonEs wt y Ko‒σ1

Dado el incremento por la inhibición del receptor σ1 de la antinocicepción indu-
cida por loperamida, los siguientes experimentos fueron dirigidos a evaluar la con-
tribución de los receptores opioides periféricos en la antinocicepción inducida por 
los diversos agonistas µ evaluados en este estudio, tanto en una situación control 
como durante la inhibición del receptor σ1. Para ello, realizamos experimentos de 
asociación de los distintos agonistas opioides con el antagonista opioide periférico 
naloxona metiodida.

la administración de naloxona metiodida (2–8 mg/kg, s.c.) no alteró el tiempo 
de latencia de respuesta de los animales Wt tratados con dosis analgésicas de fen-
tanilo (0.16 mg/kg, s.c.), morfina (16 mg/kg, s.c.) o buprenorfina (0.48 mg/kg, s.c.). 
estos datos concuerdan con la visión clásica de la producción de analgesia opioide 
a nivel central, en la que los receptores opioides periféricos juegan un papel mínimo 
[8, 9, 29, 11] (Fig. 2). sin embargo, la antinocicepción inducida por oxicodona (4 
mg/kg, s.c.) en ratones Wt sí fue revertida por naloxona metiodida, aunque par-
cialmente, y únicamente a la dosis más alta evaluada de este antagonista opioide 
periférico (8 mg/kg, s.c.) (Fig. 2). esta reversión parcial del efecto de la oxicodona 
es consistente con datos clínicos que sugieren que parte de los efectos analgésicos 
de la oxicodona pueden producirse a nivel periférico [20].
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en cambio, la asociación del antagonista opioide con penetrabilidad central na-
loxona (0.5 mg/kg, s.c.) revirtió completamente el efecto antinociceptivo inducido 
por fentanilo, morfina, buprenorfina u oxicodona en ratones Wt (Fig. 2).

estos datos indican que en nuestras condiciones experimentales, el efecto an-
tinociceptivo de los agonistas opioides en ratones Wt es debido principalmente a 
acciones centrales, con la excepción de la oxicodona que mostró cierta sensibili-
dad al antagonismo de los receptores opioides periféricos.

Para estudiar la participación de los receptores opioides periféricos en el incre-
mento de la antinocicepción opioide en ratones Ko‒σ1, utilizamos dosis sistémicas 
de agonistas opioides que producen un marcado tiempo de latencia en estos rato-
nes Ko, pero un efecto mínimo o nulo en ratones Wt. el incremento antinociceptivo 
observado en ratones Ko‒σ1 tratados s.c. con fentanilo (0.08 mg/kg) fue revertido 

Figura 2. Latencia de forcejeo (presión de la pata, 450 g) de ratones wild‒type 
(WT) tras la administración sistémica (s.c.) de fentanilo, oxicodona, morfina 
o buprenorfina, asociados con naloxona (Nx), naloxona metiodida (Nx‒M) 

 o su solvente.
 Diferencias estadísticamente significativas entre los valores obtenidos en ra-

tones naive y animales tratados con los agonistas opioides: **P < 0.01; y 
entre grupos tratados con los agonistas opioides solos o asociados a nx, 
nx‒M o su solvente: ##P < 0.01 (anova de una vía seguido del test de 
Bonferroni).
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completamente y de manera dosis dependiente por la administración de naloxona 
metiodida (0.5‒2 mg/kg, s.c.) (Fig. 3a). De igual manera, el incremento en la antino-
cicepción inducido por oxicodona (2 mg/kg), morfina (4 mg/kg), buprenorfina (0.24 
mg/kg), tramadol (40 mg/kg) o loperamida (4 mg/kg) en ratones Ko‒σ1 fue rever-
tido completamente por una dosis baja de naloxona metiodida (2 mg/kg) (Fig. 3B).

esta sensibilidad al antagonismo opioide periférico durante la inhibición del 
receptor σ1 indica que el incremento del efecto antinociceptivo de los agonistas 
opioides sistémicos en el ratón Ko‒σ1 requiere de la activación de los receptores 
opioides periféricos. nuestros resultados no contradicen los datos que habían sido 
publicados hasta ahora, en los que se describe el papel modulador del receptor σ1 
de la analgesia opioide a nivel central [12, 21, 17, 18, 16], aunque demuestran la 
gran importancia del receptor σ1 en la modulación de la analgesia opioide periférica.

Figura 3. Latencia de forcejeo (presión de la pata, 450 g) en ratones knockout σ1 
(σ1‒KO) tras la administración sistémica (s.c.) de (A) la asociación de fentanilo 
con naloxona metiodida (Nx‒M) o su solvente, y (B) la asociación de oxico-
dona, morfina, buprenorfina, loperamida o tramadol con Nx‒M o su solvente.

 Diferencias estadísticamente significativas entre los valores obtenidos en 
ratones control (sin tratamiento farmacológico, barras blancas) y animales 
tratados con los agonistas opioides: **P < 0.01; y entre los valores de los 
grupos tratados con los agonistas opioides solos y asociados con nx‒M: 
##P < 0.01 (anova de una vía seguido del test de Bonferroni).
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EfEctos dE la inhibición local 
(intraplantar) dEl rEcEptor σ1 En la 
antinocicEpción mEcánica inducida por 
la administración sistémica dE agonistas 
opioidEs µ

Puesto que en incremento analgésico detectado en los ratones Ko‒σ1 en respuesta 
a la administración de fármacos opioides sistémicos parece involucrar la activación 
de receptores opioides periféricos, el paso siguiente fue evaluar si la inhibición del 
receptor σ1 a nivel local era suficiente para conseguir un aumento en la antino-
cicepción mecánica inducida por agonistas opioides µ administrados por vía sis-
témica. Para ello, administramos a ratones Wt por vía sistémica (s.c.) las mismas 
dosis de agonistas opioides que producían escaso o nulo efecto antinociceptivo, 
descritas en el apartado anterior, y asociamos la administración de BD‒1063 por 
vía i.pl. la administración local de BD‒1063 (200 μg) a animales tratados sistémi-
camente con fentanilo, oxicodona, morfina, buprenorfina, tramadol o loperamida 
incrementó de manera muy notable el tiempo de latencia en la pata inyectada 
con el antagonista σ1 (Fig. 4), pero no en la pata contralateral (datos no mostra-
dos), indicando que la potenciación del efecto antinociceptivo del opioide se es-
taba produciendo efectivamente a nivel local. 

este incremento del efecto antinociceptivo opioide producido por la ihni-
bición local de σ1, fue revertido por la administración del agonista σ1 Pre‒084 
(32 mg/kg, s.c.), poniendo de manifiesto la especificidad del bloqueo local del 
receptor σ1. además, esta potenciación local de la antinocicepción opioide fue 
revertida por la administración de naloxona metiodida (2 mg/kg, s.c.), lo que 
confirma la participación de los receptores opioides periféricos en los efectos 
observados (Fig. 4).

Por lo tanto, de estos experimentos se deduce que el bloqueo local del recep-
tor σ1 es suficiente como para incrementar marcadamente la función de los re-
ceptores opioides periféricos, resultando en una marcada antinocicepción opioide 
a nivel local tras el tratamiento con dosis bajas sistémicas de agonistas opioides.

ExprEsión dEl rEcEptor σ1 a nivEl dEl sistEma 
nErvioso cEntral y pEriférico

los resultados obtenidos en nuestro trabajo ponen de manifiesto por primera vez 
la importancia de la modulación del receptor σ1 en la antinocicepción opioide 
periférica. con objeto de obtener una explicación anatómica para estos resulta-
dos, comparamos la expresión del receptor σ1 en áreas del sistema nervioso im-
plicadas en la analgesia opioide, a nivel supraespinal (Bla, rvM y PaG), espinal 
(dsc) y en el sistema nervioso periférico (DrG). en todas las muestras de rato-
nes Wt se pudo detectar una banda de inmunoreactividad en una posición li-
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geramente más elevada a la del marcador de peso molecular de 25 kDa, lo que 
concuerda con el peso molecular del receptor σ1 de ratón (28 kDa) [21]. a pesar 
de que esta banda fue detectable en todas las áreas exploradas, la expresión del 
receptor σ1 fue notoriamente más elevada (8‒10 veces superior) en el DrG que 
en cualquier área del sistema nervioso central analizada. no detectamos la banda 
inmunoreactiva de 28 kDa correspondiente al receptor σ1 en muestras de las mis-
mas áreas procedentes de ratones Ko‒σ1, lo que indica la especificad del anti-
cuerpo anti‒σ1 empleado (Fig. 5).

esta mayor expresión del receptor σ1 en el DrG en comparación con la obte-
nida a nivel del sistema nervioso central aboga por una participación importante 
del receptor σ1 periférico en la nocicepción.

Figura 4. Latencia de forcejeo (presión de la pata, 450 g) de animales wild‒
type tratados intraplantarmente (i.pl.) con BD‒1063 (200 µg) en combina-
ción con la administración subcutánea (s.c.) de diversos agonistas opioides 
µ (fentanilo, oxicodona, morfina, buprenorfina, loperamida o tramadol) y 
su asociación con PRE‒084 (32 mg/kg, s.c.) o naloxona metiodida (Nx‒M, 
2 mg&kg, s.c.).

 se muestran únicamente los datos obtenidos de la estimulación de la 
pata administrada con BD‒1063. Diferencias estadísticamente significati-
vas entre los valores obtenidos en animales tratados con BD‒1063 y su 
solvente: **P < 0.01; y entre los valores obtenidos en ratones tratados 
con los agonistas opioides µ asociados a BD‒1063, y su asociación con 
Pre‒084 o nx‒M: ##P < 0.01 (anova de una vía, seguida de Bonferroni).
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modulación por rEcEptor σ1 dE la inhibición 
dEl tránsito intEstinal inducida por 
opioidEs

Dado el marcado incremento en la antinocicepción opioide por la inhibición del 
receptor σ1, nos preguntamos si ocurriría igual con otros efectos derivados de la 
administración de opioides, en concreto con la inhibición del tránsito intestinal, ya 
que tiene un origen principalmente periférico [1].

Figura 5. Expresión del receptor σ1 en amígdala basolateral (BLA), médula rostro-
ventral (RVM), sustancia gris periacueductal (PAG), la zona dorsal del ensan-
chamiento de la médula espinal (dSC) y los ganglios (L4‒L5) de la raíz dor-
sal (DRG)  en ratones WT y KO‒σ1.

 a) inmunoblot representativo de los niveles del receptor σ1 y de β‒actina 
(usando como control de carga). b) cuantificación de los niveles de inmu-
nomarcaje del receptor σ1 con respecto a los niveles de β‒actina.
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la administración s.c. de fentanilo (0.04–0.16 mg/kg) o loperamida (0.125‒1 mg/
kg) indujo una inhibición dosis dependiente del tránsito intestinal y su efecto fue 
similar en ratones Wt y Ko‒σ1 (Fig. 6a y B para fentanilo y loperamida, respecti-
vamente). además, el bloqueo farmacológico del receptor σ1 con BD‒1063 (32 mg/
kg, s.c.) tampoco modificó la inhibición del tránsito inducida por fentanilo o lope-
ramida (Fig. 6a y B, respectivamente). esta ausencia de modulación por la inhibi-
ción del receptor σ1 de las alteraciones en el tránsito intestinal inducidas por los 
opioides ha sido replicada recientemente por un estudio realizado en paralelo [31].

Figura 6. Efectos de la administración subcutánea (s.c.) de fentanilo (A) y loper-
amida (B) en el tránsito intestinal de ratones wild‒type (WT) tratados con 
BD‒1063 (32 mg/kg, s.c.) y ratones knockout σ1 (KO‒σ1).

 se muestran únicamente los datos obtenidos de la estimulación de la pata 
administrada con BD‒1063. Diferencias estadísticamente significativas entre 
los valores obtenidos en animales tratados con BD‒1063 y su solvente: **P 
< 0.01; y entre los valores obtenidos en ratones tratados con los agonistas 
opioides µ asociados a BD‒1063, y su asociación con Pre‒084 o nx‒M: ##P 
< 0.01 (anova de una vía, seguida de Bonferroni).
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Por lo tanto, pese a que la inhibición del receptor σ1 incrementa marcadamente 
la antinocicepción opioide, no incrementa la inhibición del tránsito intestinal. estos 
efectos diferenciales de la inhibición del receptor σ1 en la función opioide sugieren 
que estos receptores podrían expresarse en tipos concretos de neuronas implicadas 
en la transmisión del dolor pero no en otros procesos (motilidad gastrointestinal), 
o bien que los mecanismos de potenciación del efecto opioide por la inhibición 
del receptor σ1 en distintos tipos neuronales son diferentes. independientemente 
de las razones de esta modulación diferencial de los efectos beneficiosos y adversos 
de los opioides por la inhibición del receptor σ1, nuestros resultados sugieren que 
el bloqueo del receptor σ1 podría incrementar el rango terapéutico de los opioides, 
potenciando la analgesia sin alterar otros efectos perniciosos derivados de su uso.

Conclusión

la inhibición del receptor σ1, genética o incluso farmacológica a nivel local, incre-
menta la antinocicepción opioide a nivel periférico frente a un estímulo mecánico, de 
lo que se deduce que el receptor σ1 es un freno biológico a la analgesia opioide peri-
férica. esta potenciación de la analgesia opioide no conlleva un incremento de efectos 
no analgésicos, como la inhibición del tránsito intestinal inducida por la adminis-
tración de opioides. Por lo tanto, el antagonismo σ1 podría tener relevancia clínica 
como adyuvante, a nivel sistémico o local, para incrementar la analgesia opioide sin in-
crementar los efectos adversos de los opioides.
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capítulo 13

Modulación de la hiperalgesia 
inflamatoria por los receptores 
sigma-1 periféricos

Tejada MA, Montilla-García A,
Sánchez-Fernández C, Entrena JM, 
Perazzoli G, Baeyens JM, Cobos EJ

Resumen

antecedentes: la inhibición del receptor sigma-1 (σ1) alivia el dolor neu-
ropático disminuyendo la sensibilización central. sin embargo, se desconoce si 
este receptor participa en el dolor inflamatorio, así como su posible papel en 
la periferia.

objetivo: Determinar el papel de los receptores σ1 en la hiperalgesia inflamato-
ria inducida por carragenina en el ratón, particularmente en el foco inflamatorio.

resultados: la administración subcutánea (s.c.) de los antagonistas σ1 selecti-
vos BD-1063 y s1ra revirtió completamente la hiperalgesia mecánica y térmica in-
flamatoria. la antihiperalgesia inducida por los antagonistas σ1, administrados s.c., 
fue abolida por la administración intraplantar (i.pl.) del agonista σ1 Pre-084 en el 
tejido inflamado, sugiriendo que el bloqueo de los receptores σ1 periféricos parti-
cipa en los efectos antihiperalgésicos inducidos por los antagonistas σ1. De hecho, 
la administración i.pl de los antagonistas σ1 en la pata inflamada revirtió comple-
tamente la hiperalgesia mecánica inflamatoria. estos efectos fueron mediados local-
mente, ya que cuando los tratamientos i.pl. se realizaron en la pata contralateral a 
la inflamación no alteraron la hiperalgesia. a diferencia de estos efectos antihipe-
ralgésicos, la inhibición del receptor σ1 no tuvo efectos antiedematosos.

conclusiones: el receptor σ1 juega un papel importante en la hiperalgesia infla-
matoria, y la inhibición de este receptor en el tejido inflamado puede ser útil para 
el tratamiento del dolor inflamatorio.

Introducción

el receptor sigma (σ1) es una proteína neuromoduladora [13, 4, 29] presente en im-
portantes áreas de control del dolor en el sistema nervioso central y periférico [1, 
15, 2, 25]. aunque la inhibición del receptor σ1 no influye en el dolor agudo indu-
cido por un estímulo mecánico o térmico [3, 6, 10, 24], es capaz de incrementar 
el efecto antinociceptivo de los opioides a nivel central [18, 19] y aliviar la alodinia 
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neuropática por la inhibición del proceso de sensibilización central [6, 21, 23]. esto 
indica la importancia de este receptor en la modulación del dolor a nivel central. 
recientemente, hemos mostrado que el bloqueo periférico del receptor σ1 poten-
cia la analgesia opioide en el dolor agudo [25], pero el papel de este receptor a 
nivel periférico en un modelo de dolor clínicamente relevante está aún inexplorado.

el dolor inflamatorio es uno de los tipos más importantes de dolor patológico 
[27, 28]. Por lo tanto, hay una gran necesidad de generar nuevos fármacos para el 
tratamiento del dolor inflamatorio que mejoren la calidad de vida del paciente. el 
dolor inflamatorio puede ser inducido experimentalmente por la administración in-
traplantar de sustancias tales como la carragenina [26, 5], y se caracteriza por hiper-
sensibilidad tanto frente a estímulos mecánicos como térmicos [17, 8]. Debido a que 
los mecanismos del dolor inflamatorio y neuropático son diferentes, el hecho de que 
previamente se haya descrito un alivio del dolor neuropático por el bloqueo del re-
ceptor σ1 no implica necesariamente que ocurra lo mismo en el dolor inflamatorio.

a la luz de estos antecedentes, el objetivo de nuestro estudio fue investigar el 
papel del receptor σ1 en la hiperalgesia inflamatoria, particularmente en el tejido 
inflamado. estudiamos el efecto del bloqueo del receptor σ1 por administración 
sistémica (s.c) y local (i.pl) de los antagonistas selectivos BD-1063 y s1ra [12, 4, 7, 
23], en la hiperalgesia mecánica y térmica inducida por carragenina. además, tam-
bién estudiamos el posible efecto antiinflamatorio del bloqueo del receptor σ1, me-
diante la medida del edema inducido por la carragenina.

Materiales y Métodos

animalEs

Para todos los experimentos se utilizaron ratones hembras cD1 (charles river, 
Barcelona, españa), con un peso entre 25-30 g. todos los animales permanecieron 
estabulados en condiciones de temperatura controlada (22 ± 2 ºc) con un ciclo de 
luz/oscuridad de 12h (08:00-20:00 horas). Fueron alimentados con una dieta están-
dar de laboratorio (Harlan teklad research Diet, Madison, Wi, eeuu) y agua ad li-
bitum. todos los experimentos se realizaron en la fase luminosa (09:00-15:00 horas). 
los animales fueron manipulados de acuerdo con la Directiva europea 86/609/cee, 
y los protocolos experimentales fueron aprobados previamente por el comité de 
ética de experimentación animal de la universidad de Granada.

fármacos y administración dE fármacos

los antagonistas del receptor σ1 usados fueron BD-1063 (tocris cookson ltd., 
Bristol, united Kingdom) y s1ra (sintetizado y suministrado por laboratorios es-
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teve, Barcelona, españa. Pre-084 (tocris cookson ltd) fue usado como agonista 
selectivo del receptor σ1 [12, 4]. el corticosteroide prednisolona (sigma aldrich, 
Madrid, españa), se usó como control de fármaco con efectos antiinflamatorios 
conocidos [22]. todos los fármacos se disolvieron en suero salino fisiológico es-
téril (nacl 0,9%). Para el estudio de los efectos sistémicos de los fármacos, estos 
se administraron por vía subcutánea (s.c.) en un volumen de 5 ml/kg. Para el es-
tudio de sus efectos locales, estos se administraron intraplantarmente (i.pl.) en 
un volumen de 20 µl.

todos los experimentos farmacológicos fueron realizados a las 3h tras la admi-
nistración de carragenina o su solvente, ya que a este tiempo la hiperalgesia me-
cánica y térmica, así como el edema, alcanzaron sus valores máximos (ver Fig. 1 y 
sección de resultados). Para estudiar los efectos de los fármacos en la hiperalgesia 
inflamatoria, los antagonistas σ1 se administraron 30 min antes de la evaluación, y 
en los experimentos en los que se asoció la administración de Pre-084 con los an-
tagonistas σ1, este se administró 5 minutos antes. Para determinar los efectos de 
los ligandos σ1 en el edema inflamatorio, estos se administraron 5 min antes de la 
administración de carragenina.

inducción dE la inflamación

el dolor inflamatorio fue inducido mediante la administración i.pl. de 50 µl de 
λ-carragenina (1 % en salino) (sigma aldrich, Madrid, españa). la solución de ca-
rragenina fue preparada diariamente e inyectada subcutáneamente en la planta 
de la pata trasera derecha con una microjeringa Hamilton (1710 tll) y una aguja 
de calibre 301/2. como control de la carragenina se administró de manera i.pl. el 
mismo volumen de salino.

Evaluación dE la hipEralgEsia mEcánica
y térmica

la hiperalgesia mecánica se evaluó siguiendo el protocolo previamente descrito [20, 
24], con modificaciones. Brevemente, se aplicó un estímulo mecánico romo a una 
intensidad de 100 g hasta que el ratón mostró la respuesta de forcejeo, utilizando 
un un analgesímetro de presión (ugo Basile, varese, italia).

la hiperalgesia térmica se evaluó mediante el test de Hargreaves siguiendo el 
protocolo previamente descrito [21], con modificaciones. Brevemente, los ratones 
se habituaron sobre una placa atemperada a 30 ºc, y posteriormente se registró 
el tiempo de retirada de la pata al ser estimulada con un haz de luz a 85 mW/
cm2 (iitc, ca, ee.uu).
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Evaluación dEl EdEma inducido
por carragEnina

el edema se valoró mediante un pletismómetro (ugo Basile), registrando la dife-
rencia entre el volumen de la pata antes y 3h después de la administración de ca-
rragenina o su solvente.

análisis dE datos

Para el análisis estadístico se usó el programa sigma Plot 12 (systat software inc, 
san Jose, ca, eeuu). los datos experimentales fueron comparados mediante un 
análisis de la varianza (anova) de una o dos vías seguido del test de Bonferroni. 
en todos los casos, las diferencias entre los valores fueron consideradas significa-
tivas cuando p fue menor a 0,05. la dosis eficaz 50 (De50) obtenida de las curvas 
dosis respuesta se calculó mediante una regresión no lineal a una sigmoide.

Resultados

cursos tEmporalEs dEl EdEma, hipEralgEsia 
mEcánica E hipEralgEsia térmica inducida 
por carragEnina

evaluamos el desarrollo del edema y la hiperalgesia mecánica y térmica en ratones 
tratados con carragenina. la administración i.pl. de este agente produjo un incre-
mento del volumen de la pata desde el primer tiempo evaluado (1h), hasta las la 
última medida (7h), produciendo el máximo edema a las 3h (Fig 1a). los anima-
les inyectados con el vehículo no manifestaron cambios significativos en ninguno 
de los tiempos evaluados (Fig. 1a). 

los ratones manifestaron una progresiva reducción en el tiempo de respuesta 
frente al estímulo térmico o mecánico, manifestando la máxima hiperalgesia a las 
3h en ambos estimulaciones sensoriales (Fig. 1b,c). la hiperalgesia mecánica se 
mantuvo estable hasta la última evaluación, mientras que la hiperalgesia térmica 
fue desapareciendo llegando a tener valores similares a los valores pretratamiento 
6h tras la administración de carragenina. la administración del solvente de la ca-
rragenina no produjo ningún cambio significativo en la respuesta de los animales 
frente al estímulo mecánico o térmico (Fig. 1b,c).
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Figura 1. Curso temporal del edema y de la hiperalgesia mecánica y térmica in-
ducida por carragenina en el ratón.

 el volumen de la pata (a), la latencia de forcejeo producida por presión 
de la pata (b) y la latencia de retirada de la pata en respuesta a un es-
timulo térmico (c), fueron recogidas en ratones naïve (tiempo 0) y a va-
rios tiempos después de la administración intraplantar de carragenina 
o su solvente (salino). cada animal fue evaluado en un solo test. cada 
punto y línea vertical representa la media ± seM de los valores obteni-
dos de 8-10 ratones. en la medición del edema (a) y de la hiperalgesia 
térmica se realizaron medidas repetidas en los mismos animales, mientras 
que en la medición de la hiperalgesia mecánica (b) se utilizó un grupo 
experimental diferente para cada tiempo evaluado. Diferencias significa-
tivas entre los valores de los animales tratados con carragenina o su sol-
vente: **p<0.01, y entre los valores obtenidos en el tiempo 0 y sus pos-
teriores evaluaciones después de la administración de carragenina o su 
solvente: #p<0.05; ##p<0.01 (anova de dos vías para medidas repetidas 
en a y c, y anova de dos vías en b; seguidos en ambos casos por el 
post-test de Bonferroni).
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Figura 2. Curva dosis respuesta del efecto de la administración sistémica de los 
antagonistas σ1 BD-1063 y S1RA en la hiperalgesia inflamatoria mecánicay 
térmica.

 los resultados muestran la latencia de forcejeo al aplicar un estímulo mecá-
nico (a), y la latencia de retirada de la pata ante un estimulo térmico (b), 
en ratones con inflamación inducida por carragenina. los ratones fueron 
tratados con los antagonistas σ1 o su solvente (dosis 0) de manera sub-
cutánea (s.c.). cada punto y línea vertical representa la media ± seM de 
los valores obtenidos de 8-10 ratones. la línea discontínua (control) repre-
senta la media ± seM de los valores de animales tratados con el solvente 
de la carragenina (salino). Diferencias significativas entre los valores de los 
animales tratados con el fármaco o su vehículo, tanto en animales trata-
dos con carragenina: *p<0.05; **p<0.01, o salino (control): #p<0.05; ##p<0.01 
(anova de una vía seguido del test de Bonferroni).

EfEcto dE la administración sistémica 
dE los antagonistas σ1 sobrE la hipEralgEsia 
inflamatoria

el efecto de los antagonistas selectivos σ1 (BD-1063 y s1ra) en la hiperalgesia in-
flamatoria fue determinado a las 3h tras la administración de carragenina. la ad-
ministración s.c de BD-1063 o s1ra, revirtió la hiperalgesia mecánica y térmica de 
manera dosis dependiente (Fig. 2a y b, respectivamente). las De50 de la reversión 
de la hiperalgesia mecánica y térmica por BD-1063 fueron de 4,2±0,1 y 6,1±0,1 mg/
kg, respectivamente. los valores de De50 de la reversión de la hiperalgesia mecá-
nica y térmica por s1ra fueron de 8,5±0,4 and 33,1±2,1 mg/kg, respectivamente. 
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Figura 3. Efecto de la administración sistémica de los antagonistas σ1 BD-1063 (BD) 
y S1RA, solos o asociados a PRE-084 (PRE), en la hiperalgesia inflamatoria.

 los resultados muestran la latencia de forcejeo al aplicar un estímulo me-
cánico (a), y la latencia de retirada de la pata ante un estimulo térmico 
(b), en ratones tratados con carragenina (inflamación) o su solvente (sin 
inflamación), y administrados subcutáneamente (s.c.) con los fármacos o su 
solvente. cada barra y línea vertical representa la media ± seM de los va-
lores obtenidos de 8-10 ratones. Diferencias significativas entre los valores 
de los animales sin inflamación tratados con el solvente de los fármacos, 
y ratones con inflamación tratados con el fármaco o su solvente: *p<0.05, 
**p<0.01; entre animales con inflamación tratados con el antagonista σ

1 y 
su solvente: ##p<0.01; y entre los animales tratados con el antagonista σ1 
solo o asociado a Pre: ††p<0.01. no se encontraron diferencias significati-
vas entre los valores de ratones sin inflamación tratados con los ligandos 
σ1 o su solvente (anova de una vía seguido del test de Bonferroni).
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ambos antagonistas σ1 mostraron una eficacia antihiperalgésica máxima, ya que 
fueron capaces de revertir completamente tanto la hiperalgesia mecánica como 
térmica (Fig. 2a y b, respectivamente).

las dosis de los antagonistas σ1 usadas para revertir completamente la hipe-
ralgesia mecánica y térmica no tuvieron ningún efecto sobre ratones sin infla-
mación (Fig. 3a,b, panel izquierdo), por lo que a pesar del marcado efecto anti-
hiperalgésico de ambos antagonistas, estos compuestos no parecen modificar el 
dolor agudo.

el agonista selectivo σ1 Pre-084, no alteró la respuesta comportamental ni en 
animales sin inflamación ni en animales con inflamación (Fig. 3a,b). si embargo, 
este agonista revirtió de manera dosis dependiente el efecto antihiperalgésico de 
los antagonistas σ1 en la hiperalgesia inflamatoria frente a ambos tipos de estímu-
los (Fig. 3a,c).

EfEcto En la hipEralgEsia inflamatoria
dE la administración local (intraplantar) 
dE los fármacos sElEctivos σ1 

la administración local del agonista Pre-084 (75 mg) en la pata con o sin infla-
mación, no alteró la respuesta de los animales frente al estímulo mecánico (Fig. 
4a). sin embargo, cuando el Pre-084 fue administrado en la pata inflamada, eli-
minó el efecto antihiperalgesico del BD-1063 y s1ra administrados sistémicamente 
(Fig. 4a). Para comprobar que el efecto intraplantar del Pre-084 se producía en el 
lugar de la administración (la pata inflamada), realizamos un experimento adminis-
trando este producto en la pata contralateral a la inflamación. en estas condicio-
nes, el Pre-084 no revirtió el efecto antihiperalgésico de los antagonistas σ1 frente 
a la estimulación mecánica (Fig. 4b). De manera similar, la administración del Pre-
084 en la pata inflamada (pero no en la pata contralateral a la inflamación) revir-
tió el efecto antihiperalgésico del BD-1063 y s1ra frente al estímulo térmico (Fig. 
4c,d), sin alterar la respuesta comportamental de los animales administrados con 
el solvente de los antagonistas σ1 (Fig. 4c). estos datos indican que los receptores 
σ1 en el foco inflamatorio participan en los efectos antihiperalgésicos del BD-1063 
y del s1ra administrados sistémicamente.

Para estudiar si el bloqueo farmacológico de los receptores σ1 en el foco in-
flamatario era suficiente como para producir un efecto antihiperalgésico, admi-
nistramos BD-1063 y s1ra i.pl. en la pata inflamada. ambos antagonistas admi-
nistrados en la pata inflamada produjeron un efecto antihiperalgésico frente al 
estímulo mecánico de manera dosis dependiente (Fig. 5a). este efecto antihipe-
ralgesico inducido por la administración local de los antagonistas σ1 fue rever-
tido por la administración sistémica de Pre-084, indicando la selectividad del 
efecto antihiperalgésico del BD-1063 y del s1ra (Fig. 5a). sin embargo, al admi-
nistrar vía i.pl. los antagonistas σ1 en animales sin inflamación no modificaron 
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Figura 4. Efecto de la administración sistémica de los antagonistas σ1 BD-1063 
y S1RA solo o asociado a la administración i.pl del PRE-084 (PRE) sobre la 
respuestas comportamentales a estímulos mecánicos y térmicos en ratones 
con y sin inflamación.

 los resultados representan la latencia de forcejeo inducido por la presión 
de la pata en ratones inyectados i.pl. con carragenina (inflamados) o salino 
(sin inflamación), y tratados subcutáneamente (s.c) con los antagonistas σ1 
(BD o s1ra) o su solvente (a, b), y la latencia de retirada de la pata a es-
tímulos térmicos en ratones con y sin inflamación tratados s.c con los an-
tagonistas σ1, o su solvente (c, d). los ratones fueron tratados i.pl con Pre 
o su solvente en la mima pata inyectada con carragenina (ipsi) o salino (a, 
c), o en la pata contralateral (contra) a la carrgenina (b, d). todos los rato-
nes fueron estimulados en la pata donde se administró la carragenina o su 
solvente. cada barra y línea vertical representa la media ± seM de los va-
lores obtenidos de 8-10 ratones. Diferencias significativas entre los valores 
de los animales sin inflamación tratados con el solvente de los fármacos, 
y ratones con inflamación tratados con el fármaco o su solvente: **p<0.01; 
entre animales tratados con el antagonista σ1 y su solvente: ##p<0.01; y 
entre los animales tratados con el antagonista σ1 solo o asociado a Pre: 
††p<0.01. (anova de una vía seguido del test de Bonferroni).
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Figura 5. Efecto de la administración local de los antagonistas σ1 BD-1063 (BD) 
y S1RA en la hiperalgesia mecánica inflamatoria, solos o asociados a la ad-
ministración sistémica de PRE-084 (PRE).

 los resultados muestran la latencia de forcejeo al aplicar un estímulo me-
cánico en ratones tratados con carragenina (inflamación) o su solvente 
(sin inflamación), y administrados intraplantarmente (i.pl.) con un antago-
nista σ1 solo o asociado a la administración subcutánea (s.c.) de Pre. los 
ratones fueron tratados i.pl. con BD, s1ra o su solvente en la misma pata 
(ipsi) donde se inyectó la carragenina o su solvente (a), o en la pata con-
tralateral (b). cada barra y línea vertical muestra la media ± seM de los 
valores obtenidos de 8-10 ratones. Diferencias significativas entre los valo-
res de ratones sin inflamación tratados con el solvente de los fármacos y 
los valores de ratones con inflamación tratados con el fármaco o su sol-
vente: **p<0.01; entre los ratones tratados con los antagonistas σ

1 y su sol-
vente: #<0.05, ##p<0.01; y entre los animales tratados con los antagonistas 
σ1 solos o asociado a Pre: ††p<0.01 (anova de una vía seguido del test 
de Bonferroni).

las respuestas comportamentales de los ratones (Fig. 5a), lo que indica que no 
alteran el dolor normal. el efecto antihiperalgésico de los antagonistas σ1 se pro-
dujo de manera local, ya que la administración i.pl de los antagonistas σ1, en la 
pata contralateral a la inflamación no tuvo efecto antihiperalgesico alguno al es-
timular la pata inflamada (Fig. 5b).
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EfEcto dEl bloquEo dEl rEcEptor σ1

En El EdEma inflamatorio

Para estudiar si la inhibición del receptor σ1 alteraba la formación del edema in-
flamatorio, evaluamos los efectos de los antagonistas σ1 en el incremento del vo-
lumen de la pata inducido por la administración de carragenina. 

la administración i.pl. de salino no modificó el volumen de la pata de los ani-
males inyectados, mientras que la administración de carragenina produjo un mar-
cado edema (Fig. 6). el bloqueo farmacológico del receptor σ1 por BD-1063 y s1ra, 
no redujo en absoluto el edema inducido por carragenina, mientras que el corti-

Figura 6. Efecto de la inhibición del receptor σ1 en el edema inflamatorio.
 los resultados muestran el incremento del volumen de la pata en anima-

les tratados con carragenina o su solvente (inflamación y sin inflamación, 
respectivamente), a los que se le administró BD-1063 (BD), s1ra, predni-
solona (Pred) o su solvente por vía subcutánea (s.c.). cada barra y línea 
vertical muestra la media ± seM de los valores obtenidos de 8-10 ratones. 
Diferencias significativas entre los valores obtenidos de ratones con y sin 
inflamación: **p<0.01; y entre ratones con inflamación tratados con Pred 
o su solvente: ##p<0.01. no hubo diferencias significativas entre los valo-
res de ratones con inflamación tratados con los antagonistas σ

1 o su sol-
vente (anova de una vía seguido del test de Bonferroni).
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costeroide prednisolona (usado como control positivo), fue capaz de abolir com-
pletamente la formación del edema inflamatorio (Fig. 6).

Discusión

en este estudio mostramos que la inhibición del receptor σ1 revierte la hiperalge-
sia mecánica y térmica sin afectar al dolor nociceptivo. además, mostramos que 
los receptores σ1 periféricos tienen un importante papel en la importante en la 
hiperalgesia inflamatoria.

encontramos que tanto la hiperalgesia mecánica como térmica son revertidas 
por la administración sistémica de los antagonistas selectivos σ1 BD-1063 y s1ra. 
el efecto de los antagonistas σ1 fue abolido por la administración del agonista Pre-
084, lo que confirma que este efecto antihiperalgesico se debe al bloqueo selectivo 
de los receptores σ1. Pese al marcado efecto antihiperalgésico de los antagonistas 
σ1, estos carecen de efectos antinociceptivos en animales sin inflamación. la au-
sencia de actividad de los antagonistas σ1 en el dolor normal coincide con datos 
previamente publicados [9, 10, 21, 23, 24].

la inhibición farmacológica del receptor σ1 no alteró el desarrollo del edema 
inducido por carragenina. esto indica que los efectos antihiperalgesicos del bloqueo 
de los receptores σ1 no se acompañan de un efecto antiinflamatorio.

nuestros resultados aquí presentados muestran que la administración del ago-
nista Pre-084 en la pata inflamada (pero no en la pata no inflamada) revirtió el 
efecto de la administración sistémica de los antagonistas σ1 tanto en la hiperal-
gesia mecánica como térmica. estos datos sugieren que el efecto antihiperalgesico 
que se produce por el bloqueo del receptor σ1 tiene lugar en el foco inflamatorio. 
además, la administración de BD-1063 y s1ra en la pata inflamada (pero no en 
la pata contralateral a la inflamación) es suficiente como para revertir completa-
mente la hiperalgesia mecánica inflamatoria. estos datos sugieren que el receptor 
σ1 en el lugar de la inflamación juega un papel muy importante en la hiperalgesia 
inflamatoria. Datos recientes muestran que el receptor σ1 es capaz de interaccio-
nar con una gran variedad de receptores y canales iónicos en condiciones de es-
trés celular [16 y 29], por lo que no sería descabellado pensar que el receptor σ1 
interaccione con dianas moleculares importantes en las transducción de los estí-
mulos mecánicos y térmicos en el lugar de la inflamación. otra posibilidad es que 
los receptores σ1 modulen la señalización de ciertos algógenos químicos que se li-
beran durante el proceso inflamatorio. De hecho, se ha descrito que la activación 
del receptor σ1 incrementa la señalización de bradiquinina, un algógeno que es li-
berado durante el proceso inflamatorio [11, 14]. estas hipótesis podrían ser explo-
radas en el futuro.

en conclusión, el receptor σ1 juega un importante papel en la hiperalgesia 
inflamatoria al facilitar la sensibilización frente a los estímulos sensoriales en el 
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lugar de la inflamación, y que el bloqueo de la función del receptor σ1 en el te-
jido inflamado es suficiente para eliminar la hiperalgesia. Por lo tanto, el recep-
tor σ1 periférico podría ser una nueva diana para el tratamiento del del dolor 
inflamatorio.
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capítulo 14

Mecanismos moleculares
implicados en la formación
de la memoria de reconocimiento
gustativa

Gómez-Chacón B, Gallo 

Resumen

la memoria gustativa posee una gran importancia en el mundo animal en rela-
ción con la supervivencia y representa un modelo experimental especialmente ade-
cuado para el estudio de los mecanismos moleculares de la memoria. en función 
de experiencias previas, permite distinguir sabores familiares y seguros, de novedo-
sos y potencialmente peligrosos, regulando la ingestión. cuando no aparecen con-
secuencias viscerales negativas, se produce la formación de una memoria gustativa 
segura y se incrementa el consumo.

en este trabajo se revisan, la evidencia disponible en roedores acerca de los me-
canismos celulares y moleculares involucrados en la formación de la memoria gus-
tativa con especial hincapié en la memoria gustativa segura. el proceso de conso-
lidación de la memoria gustativa implica cambios plásticos en un circuito neural 
que incluye amígdala, corteza insular y corteza perirrinal, entre otras áreas cerebra-
les. además del papel crítico de las vías glutamatérgicas, diversas fases del proceso 
implican la participación de otros neurotransmisores, tales como, acetilcolina, do-
pamina y GaBa. los datos existentes apuntan a la relevancia de la cascada MaPK/
erK y a la participación crítica de diversas PKcs, con un papel importante de PKM-
zeta para el mantenimiento de la memoria gustativa.

en conjunto los resultados, aunque escasos en lo que se refiere a la memo-
ria gustativa segura, apoyan la existencia de mecanismos moleculares compartidos 
entre diversos tipos de memoria. Dado que se hace evidente la necesidad de más 
investigación en el tema, se propone el empleo de la memoria gustativa segura en 
roedores como modelo.

Mecanismos moleculares de la memoria
de reconocimiento gustativa

la exposición a estímulos desconocidos induce una respuesta peculiar de orienta-
ción que favorece su procesamiento. en el caso de sabores novedosos se desenca-
dena una respuesta de neofobia que reduce el consumo, siendo ésta una respuesta 
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adaptativa que protege de envenenamientos o consecuencias adversas potenciales. 
Dicha respuesta neofóbica al sabor desaparece a medida que éste se convierte en 
familiar y su ingestión no va seguida de consecuencias nocivas. el incremento en 
el consumo de sabores conocidos se debe a la atenuación de la respuesta neofó-
bica. así, el proceso de atenuación de la neofobia es el reflejo de la formación de 
una memoria gustativa segura que ha sido propuesta como un tipo de memoria 
de reconocimiento [1]. el protocolo experimental empleado para estudiar la me-
moria gustativa segura en modelos animales requiere la privación de agua y la pre-
sentación del sabor, habitualmente diluido en agua, en sesiones diarias. un análi-
sis detallado del procedimiento puede encontrarse en Gómez-chacón y Gallo [2]. 
Brevemente, el procedimiento requiere al menos dos exposiciones en días conse-
cutivos de manera que el consumo se incremente significativamente en la segunda 
presentación con respecto a la primera. se trata, por tanto, de un protocolo espe-
cialmente fácil de aplicar por su rapidez de adquisición y la facilidad en el control 
de los estímulos, características que lo hacen idóneo para el análisis de los meca-
nismos moleculares de la memoria [3].

De igual manera que ha sucedido con otros tipos de memoria, el avance en 
los conocimientos acerca de los mecanismos moleculares de este tipo de me-
moria se ha beneficiado de la utilización de modelos de plasticidad sináptica 
tales como el fenómeno fisiológico de potenciación a largo plazo (ltP) [4] que 
ha sido relacionado con la consolidación de los recuerdos. la inducción de ltP 
requiere la participación de receptores de membrana glutamatérgicos n-metil-
D-aspartato (nMDa) y α-animo-3-hidroxy-5-methylisoxazolepropionate (aMPa). 
ello induce señales intracelulares que se van amplificando a través de las proteí-
nas quinasas y en último extremo activan a los factores de transcripción, modi-
ficando por una parte la respuesta de los receptores de membrana y por otra, la 
expresión génica para inducir plasticidad a largo plazo. el fenómeno ltP ha sido 
especialmente estudiado en el hipocampo (Hc) debido por una parte a la natu-
raleza accesible del circuito trisináptico de la formación hipocampal que puede 
estudiarse tanto in vivo como in vitro y por otra al papel crítico que juegan la 
formación hipocampal y estructuras relacionadas del lóbulo temporal en diver-
sos tipos de memoria espacial y de reconocimiento visual, clasificadas como me-
moria declarativa (Figura 1). así, se acepta que la expresión génica, la síntesis de 
nuevas proteínas y los cambios morfológicos asociados son necesarios también 
para el tipo de plasticidad sináptica subyacente a la consolidación de la memo-
ria. con respecto a la memoria gustativa, en primer lugar se ha descrito ltP me-
diada por receptores glutamatérgicos en áreas no hipocampales relacionadas tra-
dicionalmente con la formación de la memoria gustativa, tales como la corteza 
insular (ic) y la amígdala (aM). en segundo lugar, no puede descartarse la par-
ticipación del hipocampo y áreas temporales tales como la corteza perirrinal en 
la memoria gustativa como indican estudios previos [5, 6]. Por ello, el estudio de 
los mecanismos moleculares de la memoria de reconocimiento gustativa se be-
neficia de estos planteamientos.
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Teoría de la consolidación, memoria a largo
plazo y mecanismos celulares

la teoría de la consolidación de la memoria, propuesta por Müller y Pilzecker en 
1900 [7], planteaba que los recuerdos inicialmente persisten en un estado lábil y se 
van estabilizando lentamente a lo largo del tiempo [8]. la teoría estaba apoyada 
inicialmente por estudios con seres humanos en los que la adquisición de nueva 
información interfiere con el recuerdo de aquella aprendida recientemente. Poste-
riormente, la teoría sirvió para explicar la aparición de amnesia retrógrada como 
consecuencia del daño cerebral y de la aplicación de electroshock en pacientes, 
de modo que únicamente resultaban afectados los recuerdos relativamente recien-
tes pero no los antiguos bien consolidados. como indica en su revisión de la evo-
lución de la teoría a lo largo del siglo XX [8], la propuesta de Hebb y Gerard en 
1949 [9,10] acerca de la existencia de dos estados de memoria haciendo referencia 
a una memoria a corto plazo que da lugar a la memoria a largo plazo, fue apo-
yada inicialmente por la posibilidad de eliminar recuerdos recientes pero no anti-
guos mediante la inhibición de la síntesis de proteínas en modelos animales. los 
presupuestos fundamentales de la teoría se mantienen en vigor hoy en día ya que 
una variedad de estudios en animales muestran la posibilidad de interferir o favo-
recer la consolidación de la memoria aplicando tratamientos farmacológicos en un 
periodo de tiempo posterior al entrenamiento que va desde segundos hasta horas 
[11]. la discusión actual radica en el número de etapas disociables durante el pro-
ceso de consolidación y reconsolidación [12], etapas que parecen estar organiza-

Figura 1. Propuesta de clasificación de los tipos de memoria a largo plazo 
 en mamíferos. Modificado de Squire [92]. 
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das en paralelo y no secuencialmente como inicialmente se propuso dada la posi-
bilidad de actuar experimentalmente sobre ellas de forma independiente.

la evolución de la teoría de la consolidación se ha beneficiado de los plan-
teamientos asociados tanto a la hipótesis de los múltiples sistemas de memoria 
como a la hipótesis que asocia la plasticidad sináptica a la memoria (revisado en 
[13]). Por un lado, la idea de que la memoria no es una facultad unitaria sino que 
es posible distinguir entre diversos tipos de memoria disociables surgió a partir de 
la evidencia clínica con pacientes amnésicos con daño hipocampal que mostraban 
preservada la capacidad de aprender y retener información, aunque no fueran cons-
cientes de ello. los estudios de Brenda Milner con el paciente H.M. fueron paradig-
máticos en este sentido (para una revisión [14]). Hoy en día se acepta que la ad-
quisición, consolidación y recuperación de los recuerdos requiere la orquestación 
de circuitos neurales que involucran diversas áreas dependiendo del tipo de me-
moria de que se trate. aunque existen diversas propuestas, predominan las clasi-
ficaciones que distinguen entre memoria dependiente del hipocampo versus me-
morias no hipocampales [13, 15].

independientemente de la clasificación propuesta a la hora de organizar los tipos 
de memoria, se acepta que la consolidación de la memoria requiere un complejo 
entramado de circuitos cerebrales que sufren modificaciones inducidas por la ex-
periencia tanto en serie como en paralelo. Por otra parte, la hipótesis que asocia 
plasticidad sináptica y memoria se origina en la teoría de Donald Hebb y domina 
los planteamientos actuales que dirigen el estudio de los mecanismos celulares y 
moleculares de la memoria. la hipótesis plantea que son las modificaciones en el 
número y fuerza de determinadas sinapsis en las estructuras que forman los men-
cionados circuitos las que codifican y almacenan la información. así, la formación 
de recuerdos implica cambios en la conectividad de los circuitos de memoria que 
dependen de las capacidades plásticas de las neuronas. en este sentido Donald 
Hebb desarrolló una amplia teoría fisiológica para explicar el comportamiento hu-
mano, proponiendo el patrón de actividad de grupos de neuronas o “asamblea ce-
lular” como unidad funcional. en su teoría el aprendizaje y la memoria se basan en 
el establecimiento de patrones de actividad en circuitos neuronales. estos patrones 
de actividad implican cambios más o menos permanentes en la fuerza de las co-
nexiones, siendo la variable relevante la contigüidad temporal. De esta forma, gru-
pos de neuronas que son activadas consistentemente al mismo tiempo o en una 
relación temporal determinada se asocian formando un patrón de actividad que 
tiende a reproducirse cuando una de ellas es activada [16]. en la actualidad se están 
desentrañando los mecanismos moleculares responsables de estos cambios que, 
en último extremo, producen alteraciones en la liberación del neurotransmisor así 
como cambios funcionales y morfológicos en la estructura de la sinapsis [17, 18].

De nuevo, buena parte de la investigación se ha centrado en las propiedades 
plásticas de las sinapsis glutamatérgicas hipocampales. De hecho, se han relacio-
nado con determinados tipos de memoria modelos de plasticidad sináptica iden-
tificados inicialmente en la formación hipocampal tales como los fenómenos fisio-
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lógicos de potenciación a largo plazo (ltP) [4] o depresión a largo plazo (ltD). 
el hecho de que parezcan existir mecanismos celulares y moleculares compartidos 
entre estos fenómenos y procesos de aprendizaje y memoria de muy distinta natu-
raleza ha permitido grandes avances en la actualidad. así, los datos apoyan la exis-
tencia de mecanismos comunes conservados a través de la evolución por los que 
la experiencia modula la plasticidad sináptica para almacenar diversas memorias 
(sensibilización versus memoria espacial) en distintos niveles de organización del 
sistema nervioso (circuito sensorial versus hipocampo) y distintas especies (aply-
sia versus ratón) [19]. Por ello, la investigación de los procesos implicados en ltP 
ha resultado crucial para comprender la formación de los circuitos de memoria.

Mecanismos moleculares de la potenciación
a largo plazo como modelo de plasticidad
sináptica

la inducción del fenómeno de potenciación a largo plazo, que, en último extremo, 
conlleva una alteración de la actividad postsináptica y/o presináptica, provocando un 
incremento de respuesta sináptica específica, requiere un incremento de la concen-
tración de calcio dependiente de la activación del receptor glutamatérgico nMDa, 
que a su vez inicia procesos de señalización intracelular calcio-dependientes [20].
se ha demostrado que los receptores glutamatérgicos, tipo nMDa, son esenciales 
para la iniciación del fenómeno de ltP. se trata de receptores que detectan las re-
laciones entre los inputs que la célula recibe, siendo especialmente sensibles a de-
terminadas condiciones de estimulación, tales como la estimulación de alta fre-
cuencia y la estimulación asociativa en la que un estímulo de menor intensidad o 
eficacia precede a otro de mayor intensidad o eficacia con unos precisos paráme-
tros temporales. Durante la transmisión sináptica de baja frecuencia el glutamato 
se une tanto al receptor nMDa como al aMPa. la activación de los receptores 
aMPa es responsable de la despolarización de la membrana. los receptores nMDa, 
aunque son permeables al ca2+, poseen un bloqueo voltaje-dependiente por el ión 
Mg2+. es necesaria la despolarización previa de la membrana para la expulsión del 
Mg2+ por repulsión de cargas, permitiendo la entrada de calcio. así, un estímulo o 
input puede despolarizar la membrana permitiendo que el input posterior active a 
los receptores nMDa aunque la despolarización que indujo no haya alcanzado el 
umbral para producir un potencial de acción.

las consecuencias de la activación de los receptores nMDa son múltiples pero 
en cualquier caso incrementan o potencian el efecto que el estímulo inicial induce 
en la célula. el incremento intracelular de la concentración de calcio produce la ac-
tivación de quinasas dependientes de calcio (MaPKs, saPKs, MaPKaKs, p38MaPK, 
etc.). una vez activadas, por una parte fosforilan a los receptores aMPa aumen-
tando así la sensibilidad al glutamato y por otra parte, fosforilan factores de trans-
cripción expresados constitutivamente, tal como aMPc resPonse eleMent Bin-
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Figura 2. Representación esquematizada de la sinapsis glutamatérgica, en la que 
únicamente se representan los receptores de membrana NMDA y AMPA.

 el glutamato liberado se une a dichos receptores y provoca una entrada de 
iones de calcio. este incremento de la concentración de calcio en el inte-
rior de la célula induce la activación de las proteínas quinasas que por una 
parte producen efectos inmediatos fosforilando los receptores aMPa y au-
mentando su sensibilidad al glutamato, y por otra, modifican la expresión 
génica alterando la neurotransmisión a largo plazo. los mecanismos presi-
nápticos implicados en dicho proceso no se han representado. 

DinG (creB). estos, a su vez, regulan tanto factores de transcripción inducibles, 
tales como c-Fos, zif268, arc, etc., como genes de respuesta tardía que codifican 
receptores, sinapsinas y proteínas estructurales que producen cambios funcionales 
y estructurales en las sinapsis [21] (Figura 2).
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así, el mantenimiento y la expresión de ltP requieren la participación de los 
receptores aMPa. el trafico postsináptico de los receptores aMPa posee un papel 
crucial en la regulación de la fuerza sináptica [22, 23] así como en la estabiliza-
ción de ltP. los receptores aMPa están formados por cuatro subunidades: Glur1, 
Glur2, Glur3 y Glur4, que se combinan formando tetrámeros. la subunidad Glur2 
es crítica ya que determina las propiedades biofísicas de los receptores aMPa, tales 
como la cinética [24], la conductancia [25], el bloqueo por poliaminas endógenas 
[26] y la permeabilidad al calcio [27]. esta permeabilidad, es baja cuando los recep-
tores aMPa presentan Glur2. esto es debido a un proceso de edición del arnm 
de esta subunidad que provoca la sustitución de un aminoácido neutro, gluta-
mina, por una arginina cuya carga positiva impide el paso del ión calcio. cuando 
se induce ltP se produce una rápida incorporación en la sinapsis de los recepto-
res aMPa carentes de Glur2 y por lo tanto, permeables al calcio. esta incorpora-
ción es transitoria y son reemplazados por los receptores aMPa con Glur2 des-
pués de la inducción del ltP [28] (Figura 3).

tanto la migración de los receptores aMPa a la zona sináptica como su reti-
rada, influyen en la eficacia de la sinapsis durante el mantenimiento de ltP [29, 
30, 31]. se ha propuesto que existe un tráfico controlado de estos receptores desde 
las zonas no sinápticas hasta los sitios de sinápsis [32, 33, 34, 35, 36, 37]. se trata 

Figura 3. Representación del tráfico de las subunidades de los receptores AMPA 
mediado por NSF.

 Durante la neurotransmisión se produce una incorporación rápida de los 
receptores carentes de Glur2 y por lo tanto permeables al calcio.  esta in-
corporación es transitoria y son reemplazados por los receptores aMPa 
con Glur2. este tráfico de subunidades está mediado, entre otras, por la 
proteína n-ethylmaleimide-sensitive factor (nsF).
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de un proceso basado en la interacción entre proteínas intracelulares con regio-
nes específicas del dominio c-terminal de la subunidad Glur2 [33]. en particular, 
destaca la interacción entre la proteína de fusión n-ethylmaleimide-sensitive fac-
tor (nsF) con Glur2, siendo crucial esta unión para la estabilización de los recep-
tores aMPa en la membrana sináptica [33, 34, 35, 36]. nsF es una atPasa cono-
cida principalmente por el papel que juega en los procesos generales de fusión de 
membranas [38, 39] y de vesículas con neurotransmisores [40]. sólo recientemente 
se ha identificado como una pieza clave en la regulación de los receptores aMPa 
[41, 34, 35] y en la transmisión sináptica mediada por dichos receptores [33, 34, 
35, 36] (Figura 3). De hecho, el papel propuesto para la proteína PKMzeta en el 
mantenimiento de ltP [42] parece estar mediado por su acción persistente sobre 
la interacción nsF/Glur2 impidiendo la eliminación de los receptores nMDa que 
contienen Glur2 [43]. así, el bloqueo de la interacción entre nsF/Glur2 mediante 
pep2m impide la persistencia de ltP una hora después de inducirla e invierte el 
efecto 3 y 5 horas después [44].

Neurotransmisores y memoria
de reconocimiento gustativa

aunque más estudiado en el hipocampo, el fenómeno ltP ha sido descrito en 
una variedad de áreas cerebrales incluyendo las que forman parte del circuito 
neural responsable de la memoria gustativa. así, ha sido descrito en la amíg-
dala [45, 46, 47] y en la corteza insular [48, 49]. en ic la adquisición de aversio-
nes gustativas condicionadas induce ltP [50]. en este circuito sensorial la trans-
misión glutamatérgica juega un papel relevante desde los primeros relevos de la 
información gustativa procedente de la cavidad oral en el tronco cerebral [51] 
hasta la corteza gustativa [50] y la amígdala [52]. efectivamente, los receptores 
nMDa parecen estar implicados tanto en la formación de la memoria gustativa 
aversiva [53, 54, 55, 56] como en el proceso de atenuación de la neofobia [57, 
58, 59] aunque no siempre la implicación de los receptores nMDa con este tipo 
de memoria es directa [60].

Junto al glutamato, que ha sido el más estudiado, la participación de otros neu-
rotransmisores parece jugar un papel crítico en la memoria gustativa [50]. así, se 
ha relacionado la respuesta a la novedad del sabor con incrementos en los niveles 
de acetilcolina en ic [61] mientras que la inactivación del núcleo basal magnoce-
lular, origen de fibras colinérgicas, interfiere con la adquisición de aversiones gusta-
tivas condicionadas [62]. Por otro lado, estudios que han empleado triple marcaje 
para identificar la activación de interneuronas GaBaérgicas en ic han demostrado 
actividad específica asociada a la presentación de estímulos novedosos en las capas 
profundas de la corteza insular disgranular [63].

la coparticipación de otros sistemas de neurotransmisión durante la adquisición, 
mantenimiento y consolidación de memorias gustativas, ya sean aversivas, apetitivas 
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o seguras, ha sido descrita en otras áreas que forman parte del sistema gustativo. 
así, se ha demostrado que la adquisición de preferencias gustativas condicionadas 
requiere la co-activación de receptores nMDa y dopaminérgicos [52], en aversión 
gustativa condicionada y en atenuación de la neofobia [64].

Procesos intracelulares y memoria
de reconocimiento gustativa

De acuerdo con la propuesta de considerar el fenómeno ltP como modelo de los 
cambios plásticos subyacentes a la memoria, se han identificado una serie de me-
canismos moleculares compartidos entre dicho fenómeno y la memoria gustativa.
entre otras cascadas de acontecimientos intracelulares destaca la mediada por la 
vía enzimática MaPK/erK. la actividad del grupo erK (extracelular signal-regulated 
kinase) de la familia MaPK (mitogen-activated protein kinases) en ic y aM parece 
ser necesaria para distintas formas de memoria, incluyendo memoria de reconoci-
miento gustativa [50, 65, 66]. como revisan adaikkan y rosenblum [65], estudios 
previos demuestran que la memoria de reconocimiento gustativa segura (también 
denominada novel-taste learning por estos autores) induce la fosforilación y acti-
vación de diversos miembros de la via MaPK. efectivamente, el inicio del proceso 
de atenuación de la neofobia gustativa durante el segundo día de exposición, pero 
no la presentación de un sabor completamente familiar después de cuatro expo-
siciones, incrementa la activación de erKi/ii. otras familias de quinasas cuya acti-
vación en el núcleo parabraquial [67, 68, 69], ic [48] y aM [70, 71] parece ser ne-
cesaria para la memoria gustativa, especialmente para la adquisición de aversiones 
gustativas condicionadas, son ca2+/phospholipid-dependent protein kinase (PKc), 
caMP-dependent protein kinase (PKa) y ca2+/calmodulin-dependent protein ki-
nase (camKii).

estas quinasas fosforilan directa o indirectamente al factor de transcripción creB 
(caMP-response-element binding protein) lo que hace que se una a cre (caMP-
response-element) que a su vez se liga a cBP (creB-binding protein) formando un 
complejo que regula la transcripción de determinados genes tal como c-fos entre 
otros genes inmediatos tempranos [65]. Por una parte, aunque los datos son es-
casos, se ha informado de incrementos en la activación de creB en relación con 
memoria gustativa en el hipocampo [72], ic y aM [73]. Por otra parte, la activa-
ción de c-fos asociada a la adquisición de aversiones gustativas condicionadas se 
ha descrito en ic [63, 74, 75] y aM [76, 77, 78].

Mención especial merece la isoforma atípica de PKc denominada PKMzeta 
que muestra actividad auto-mantenida debido a la carencia de la subunidad re-
guladora. a diferencia de otras quinasas cuya contribución a la consolidación de 
la memoria parece limitada a una ventana temporal durante el proceso de es-
tabilización, la actividad persistente de PKMzeta ha sido propuesta como el me-
canismo responsable de mantener los cambios sinápticos y los recuerdos a largo 
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plazo de manera permanente [79]. aunque recientemente han surgido posturas 
críticas con este planteamiento [80, 81] se ha acumulado gran cantidad de evi-
dencia que apoya el papel crítico de PKMzeta en diversas áreas cerebrales para 
el mantenimiento de ltP y memoria espacial [43], así como de diversos tipos de 
memorias clasificadas tanto como declarativas como no declarativas [82, 83, 84, 
85]. Del mismo modo, la actividad de PKMzeta en el hipocampo dorsal es nece-
saria para la memoria de reconocimiento de la localización de un objeto [86] y 
resulta alterada por la familiaridad del contexto [87]. con respecto a la memoria 
gustativa, la actividad de PKMzeta en ic se ha relacionado repetidamente con el 
mantenimiento de aversiones gustativas aprendidas [88, 89, 90] y nuestro grupo 
ha obtenido datos que apoyan la participación de la actividad de PKMzeta en aM 
en el mantenimiento de la memoria gustativa durante la adquisición de aversio-
nes aprendidas [91].
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Estado del neurodesarrollo
en niños nacidos de madres 
con sobrepeso, obesidad 
y diabetes gestacional, durante 
los primeros 18 meses de vida
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Robles C, Cruz-Quintana F, Pérez-García M, 
Campoy C.

Resumen

el periodo de la vida fetal y el comienzo de la infancia se consideran periodos críti-
cos fundamentales para el desarrollo cerebral. las patologías metabólicas que afectan 
a la embarazada tales como el sobrepeso, obesidad y diabetes gestacional pueden 
suponer un riesgo negativo para el desarrollo del cerebro fetal, con las consecuen-
cias derivadas a largo plazo. el objetivo del presente estudio es investigar el efecto 
del sobrepeso, la obesidad y la diabetes gestacional en las madres sobre el neuro-
desarrollo de sus hijos hasta los 18 meses de edad. el estudio PreoBe es un es-
tudio prospectivo de cohorte en el que se han evaluado 331 parejas “madre-hijo” 
reclutadas en los Hospitales clínico san cecilio y Materno-infantil de Granada. las 
madres fueron captadas entre las semanas 12 y 20 de gestación, y dividas en cuatro 
grupos dependiendo del índice de masa corporal (iMc) pre-gestacional o del de-
sarrollo de diabetes gestacional; así, se incluyeron los siguientes grupos, sobrepeso 
(n:56), obesas (n:64), diabetes gestacional (n:79), y embarazadas sanas normo-peso 
(n:132) como grupo control. a los 6 y 18 meses fueron evaluados sus hijos me-
diante las escalas de neurodesarrollo de Bayley versión iii. a los 6 meses de edad, 
los bebés nacidos de madres obesas mostraron la puntuación cognitiva compuesta 
(P=0.023) y puntuación del lenguaje compuesta (P=0.011) más altas que aquellos 
niños nacidos de las madres sanas del grupo control. el estudio de regresión biva-
riada, ajustado por variables confusoras, mostró para los hijos de madres obesas una 
or de 3.3 (95% ic: 1.1, 10.0; P=0.035) para la puntuación del lenguaje compuesta. 
sin embargo, a los 18 meses de edad, tras aplicar de nuevo un modelo de regresión 
bivariada, se observó en estos niños un incremento del riesgo de tener puntuacio-
nes más bajas en motricidad gruesa (or: 0.354; 95% ic:0.142-0.878, P=0.025) y tam-
bién en los nacidos de madres diabéticas (or: 0.405; 95% ic:0.193-0.850, P=0.017), 
respecto a los hijos de madres del grupo control. los hijos de madres diabéticas 
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también mostraron un mayor riesgo de tener puntuaciones por debajo de la me-
diana en la escala de lenguaje expresivo (or: 0.359, 95% ic: 0.147-0.877, P=0.025) 
y de lenguaje compuesto (or: 0.442, 95% ic:0.212-0.922, P=0.030). los resultados 
del presente estudio sugieren que los hijos de madres con patologías metabólicas 
difieren en su perfil evolutivo de neurodesarrollo respecto con el grupo control. 
los hijos de mujeres obesas tienen un desarrollo cognitivo y del lenguaje acele-
rado durante los primeros 6 meses respecto a los hijos de madres sanas; este efecto 
se diluye en el tiempo, ralentizándose para llegar a los 18 meses con un desarro-
llo cognitivo y del lenguaje similar a los niños nacidos de madres con normopeso. 
sin embargo, el desarrollo de la motricidad gruesa se ve afectado a los 18 meses 
en los hijos de embarazadas obesas. los hijos de madres diabéticas muestran un 
fallo en el neurodesarrollo motor y del lenguaje a los 18 meses de edad respecto a 
los niños nacidos de madres sanas. se requieren más estudios para confirmar estos 
datos y cuáles son los mecanismos fisiológicos implicados.

Introducción

Durante los últimos años, las tasas de obesidad y diabetes han experimentado un 
crecimiento excepcional en el mundo desarrollado; de forma paralela, se están in-
crementando los estudios de cómo estas enfermedades afectan a la salud humana 
[1, 2]. está bien establecido que el exceso de peso antes del embarazo y una rápida 
ganancia de peso durante la gestación pueden determinar un mayor riesgo de de-
sarrollo de diabetes gestacional [3], incrementando el riesgo de enfermedades cró-
nicas de forma más tardía en sus hijos [4]. se ha observado una interacción de la 
diabetes gestacional, el sobrepeso y la obesidad pre-gestacionales, sobre el estado 
de micronutrientes en los hijos, aumento de medidas antropométricas y compo-
sición corporal y alteraciones del neurodesarrollo de los niños a largo plazo [4-8]. 

los periodos de desarrollo del cerebro durante la vida fetal y en los primeros 
años de vida son críticos y van a determinar el desarrollo a largo plazo en los di-
ferentes dominios neuropsicológicos tales como cognición, lenguaje, motricidad y 
conducta. es indiscutible que uno de los periodos más importantes para la deter-
minación del volumen neuronal, la sinaptogénesis y la arborización dendrítica, es 
el último trimestre de la gestación [9-11]; por tanto, se considera que diferencias 
en el ambiente intrauterino en los diferentes tramos de la vida fetal, y particular-
mente en el último trimestre de la gestación, pueden determinar sustancialmente 
el neurodesarrollo y el desarrollo cerebral a largo plazo [7, 9, 12, 13]. 

en los últimos años, numerosos estudios han sugerido que los niños nacidos 
de madres con diabetes gestacional presentan un retraso en el lenguaje, daños en 
la memoria de reconocimiento, pobre desarrollo motor y alteraciones neuropsico-
lógicas en las diferentes etapas de la infancia [4, 8, 14-19]. Por otra parte, se ha 
comprobado que el neurodesarrollo está asociado a la ganancia de peso durante 
el embarazo y al peso pre-concepcional de la madre, sobre todo en el caso de 
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existencia de obesidad antes de la concepción [5, 20-22]. Dos revisiones sistemá-
ticas llevadas a cabo recientemente muestran divergencias en los resultados y por 
tanto, aún no hay datos concluyentes respecto al papel que juega la obesidad, la 
diabetes y la ganancia de peso durante la gestación sobre el neurodesarrollo; ade-
más, la mayoría de los estudios realizados no exploran los efectos del neurodesa-
rrollo antes de los 20 meses de vida [23, 24]. el efecto de la obesidad, sobrepeso y 
la diabetes sobre el neurodesarrollo en edades tempranas, requiere un mayor co-
nocimiento ya que puede ser un importante predictor de problemas cognitivos y 
psicológicos en la edad adulta, tales como problemas en las funciones ejecutivas, 
enfermedades ligadas a trastornos de la conducta, envejecimiento precoz, y coefi-
cientes de inteligencia (iQ) más bajos en adultos [7, 25-27]. Hoy día hay una bre-
cha en los estudios realizados hasta ahora, pues se han considerado los efectos de 
la diabetes gestacional y la obesidad de forma aislada [23, 24]. 

el estudio PreoBe es un estudio prospectivo de casos-control, que trata de ex-
plorar los efectos de ambas patologías, obesidad y diabetes, cuando están presentes 
en las mujeres embarazadas sobre el crecimiento y neurodesarrollo de los hijos. en 
el presente trabajo se investiga la influencia de dichas patologías maternas sobre el 
neurodesarrollo de los hijos a los 6 y 18 meses de vida.

Material y métodos

disEño dEl Estudio

las embarazadas participantes en el estudio PreoBe fueron reclutadas entre los 
años 2007 y 2012 en los Hospitales universitarios de Granada, “san cecilio” y el 
Materno-infantil (españa). en total, 331 mujeres fueron incluidas entre las semanas 
12 y 20 de gestación (Figura 1). 

los criterios de inclusión en el estudio fueron: mujeres sanas, normpopeso, o 
con presencia de obesidad o sobrepeso pre-gestacional, o que desarrollaran diabe-
tes gestacional, con embarazos simples no complicados y de edades comprendidas 
entre 18-42 años. se clasificaron en cuatro grupos según su índice de masa cor-
poral (iMc) o la presencia de diabetes gestacional: Grupo normo-peso (control) 
(18.5 kg/m2≤BMi<25 kg/m2; n=132); Grupo sobrepeso (25 kg/m2≤iMc<30 kg/m2; 
n=56); Grupo obesidad (BMi≥30 kg/m2; n=64), y Grupo de diabéticas gestaciona-
les (iMc≥18.5 kg/m2; n=79). las embarazadas diagnosticadas de diabetes gestacio-
nal fueron incluidas en este grupo en la semana 34 de gestación.

los criterios de exclusión del estudio fueron: participar simultáneamente en otras 
investigaciones, tomar cualquier clase de tratamiento farmacológico, enfermedades 
diagnosticadas distintas de la obesidad, diabetes gestacional o sobrepeso (por ejem-
plo, diabetes pre-gestacional, hipertensión o preeclamsia, retraso del crecimiento fetal 
intrauterino, infección materna durante el embarazo, hipo/hipertiroidismo, enfermeda-
des hepáticas y la enfermedades renales) o llevar una dieta extravagante o vegetariana. 



torres-esPínola FJ, Jerez calero a, seGura Mªt, et alii

 228

Figura 1. Diseño del estudio Preobe.
 this figure shows drop outs and number of visits at each stage of the study.
 1 at each visit, domr cases did not attend but remained in the trial for 

later visits.
 D = drop outs and e = exclusions (1 infant al delivery due to congenital 

heart disease and one before the six months follow up due to severe in-
munodeficiency).

Del total de las 331 mujeres reclutadas, 265 finalizaron el seguimiento hasta el 
momento del parto: sanas normo-peso (n=104), sobrepeso (n=48), obesas (n=44) 
y diabéticas gestacionales (n=69); otros dos casos fueron excluidos después del 
parto por presentar anomalías congénitas. las embarazadas que desarrollaron dia-
betes gestacional fueron remitidas a la unidad de endocrinología del Hospital co-



capítulo 15. Estado del neurodesarrollo en niños nacidos de madres con sobrepeso…

encuentros en neurociencias, vol. iii 229

rrespondiente para ser sometidas a control médico de su enfermedad y a un con-
trol dietético.

este estudio fue aprobado por los comités de ética de los Hospitales univer-
sitarios de Granada. todas las madres firmaron el consentimiento informado para 
participar en el estudio.

caractErísticas gEnEralEs dE la población 
dE Estudio

las características generales de las mujeres embarazadas incluidas en el estudio, se 
recogieron mediante el uso de cuestionarios y registros médicos de la madre, inclu-
yendo edad, peso pre-gestacional, altura e índice de masa corporal (iMc), nivel edu-
cativo, paridad, consumo de tabaco y alcohol durante el embarazo, y coeficiente de 
inteligencia (ci) materno obtenido mediante el Factor G de cattell. igualmente, se 
realizaron registros médicos de los niños respecto al sexo, peso, longitud y perímetro 
cefálico al nacimiento, puntuación en el test apgar, edad gestacional y peso de la pla-
centa; a los tres meses de edad, las madres fueron entrevistadas por el pediatra acerca 
del modo de alimentación del niño (lactancia materna, artificial o mixta) (tabla 1).

los niños fueron visitados a los 6 y 18 meses de edad; en estas revisiones se 
realizó evaluación antropométrica, se completaron cuestionarios de salud y se rea-
lizó exploración médica. 

Evaluación dEl nEurodEsarrollo

la evaluación del neurodesarrollo en los niños a los 6 y 18 meses de edad fue llevada 
a cabo mediante el uso de las escalas Bayley para el desarrollo infantil, tercera edi-
ción (BsiD-iii). el BsiD-iii obtiene medidas en el neurodesarrollo de los niños en cua-
tro dominios: desarrollo cognitivo, lenguaje (receptivo y expresivo), desarrollo motor 
(motricidad fina y gruesa) y desarrollo socio-emocional; tanto en el desarrollo del 
lenguaje como en el motor se pueden obtener dos medidas compuestas [28, 29]. la 
evaluación de los niños mediante el BsiD-iii siempre fue realizada por el mismo psi-
cólogo previamente entrenado. el tiempo aproximado en la duración del test fue de 
15-25 minutos a los 6 meses y 30-45 minutos a los 18 meses. las madres también 
rellenaron el cuestionario del BsiD-iii acerca del desarrollo socio-emocional del niño.

análisis Estadístico

se llevo a cabo utilizando el programa estadístico sPss (versión 20.0; iBM sPss inc., 
chicago, il, usa). la distribución normal de los datos fue evaluada usando el test 
de shapiro-Wilk. la estadística descriptiva se expresa en media y desviación están-
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Grupo 
control
n=81

sobrepeso

n=44

obesas

n=32

Diabetes 
Gestational

n=58
P

edad materna (años) 31 (6)a,b 33 (6)a,c 31 (5)b 34 (5)c < 0.001

nivel 
educativo

Prima-
ria /
secun-
daria

42,5%a 55,8%a,b 84,4%b 57,9%a

0.001

univer-
sidad /
Doctor

57,5%a 44,2%a,b 15,6%b 42,1%a

ci materno (puntos) 111 (15) 103 (17) 108 (15) 104 (20) 0.091

iMc Pre-concepcio-
nal (kg/m2)

22.03±1.66a 27.16±1.36b 33.14±2.68c 27.97±6.63b < 0.001

Ganancia de peso en 
la gestación (kg)

12,96±5,89a 10,30±4,93a,b 7,93±6,34b 7,00±8,55b,c < 0.001

nº de 
hijos

0 58,8% 53,5% 40,6% 52,6%
0.387

≥1 41,2% 46,5% 59,4% 47,4%

Fumadora 
en el em-
barazo

no 83,1% 92,7% 90,3% 93,8%
0.235

sí 16,9% 7,3% 9,7% 6,2%

consumo 
de alcohol 
en la ges-
tación

no 95,8% 97,6% 96,8% 93,8%

0.827

sí 4,2% 2,4% 3,2% 6,2%

Peso placentario (g) 482,8±116,8
a 508,7±123,1a,b 560,4±135,8b 522,3±119,6a,b 0.037

Peso al nacimiento 
(g)

3283,5±378,1 3290,0±519,6 3480,6±533,2 3311,2±407,7 0.176

longitud al 
nacimiento(cm)

50,51±1,81 50,45±1,72 51,23±2,39 50,14±2,27 0.141

Perímetro craneal al 
nacimiento (cm)

34,42±1,29 34,50±1,14 34,37±1,79 34,65±1,48 0.807

tabla 1. Características generales de las parejas madre-hijo participantes en el 
 Proyecto PREOBE, cuyos niños fueron evaluados a los 6 meses de edad (n=215); 
 se incluye comparación entre los 4 grupos de estudio.  
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dar para las variables continuas, mediana y rango intercuartil para las variables no 
continuas. Para las variables categóricas y las categorizadas (se categorizaron para 
dejarlas en solo dos valores, cuando el registro de datos tenía más de 5 categorías), 
han quedado expresadas en frecuencias absolutas y porcentajes. 

Debido a la presencia de variables que no presentaron una distribución normal, la 
comparación de las variables continuas fue llevada a cabo usando el test de suma de 
rangos no paramétrico de Kruskall-Wallis. el test de chi-cuadrado fue aplicado a los 
diferentes grupos en las variables categóricas y las categorizadas. se hicieron compa-
raciones de las puntuaciones de neurodesarrollo entre los cuatro grupos de estudio. 
en el caso de existir diferencias significativas entre los grupos, la corrección de Bon-
ferroni fue usada para identificar las diferencias por pares en los diferentes grupos 
de estudio. Por otra parte, todas las puntuaciones de neurodesarrollo fueron dicoto-
mizadas usando los percentiles 25, 50 y 75, hallando su ratio de probabilidad (ors) 
y tomando valores por debajo y por encima de los percentiles calculados en cada 
grupo, usando el grupo normo-peso (control) como referencia. con el fin de deter-
minar los efectos de las variables confusoras obtenidas en las madres y en los niños, 
cuando en la comparación entre grupos se encontraron diferencias significativas, se 
realizó una regresión logística bivariada y se aplicó un ajuste por las variables confu-
soras que resultaron significativas entre los grupos de estudio (método introducir).

Grupo 
control
n=81

sobrepeso

n=44

obesas

n=32

Diabetes 
Gestational

n=58
P

sexo
niño 49,4%a 45,5%a 53,1%a 55,2%a 0.782
niña 50,6%a 54,5%a 46,9%a 44,8%a

tipo de 
lactancia

Materna 57,7% 53,8% 35,5% 42,3%

0.212artificial 22,5% 30,8% 48,4% 36,5%

Mixta 19,7% 15,4% 16,1% 21,2%

edad gestacional 
(semanas)

40 (1) 39,5 (1) 40 (2) 40 (1) 0.230

apgar 1 min 9 (0) 9 (0) 9 (0) 9 (0) 0.218

apgar 5 min 10 (0) 10 (0) 10 (0) 10 (0) 0.748

ingreso en 
ucin

no 93,5% 100,0% 100,0% 100,0%
0.053

sí 6,5% 0,0% 0,0% 0,0%

tabla 1 (cont.). Características generales de las parejas madre-hijo participantes en el 
 Proyecto PREOBE, cuyos niños fueron evaluados a los 6 meses de edad (n=215); 
 se incluye comparación entre los 4 grupos de estudio.  
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Resultados

De las 265 parejas madre-hijo que llegaron al final del embarazo, 215 niños fueron 
evaluados con el test de Bayley a los 6 meses de edad y 197 a los 18 meses. Para 
determinar si existían diferencias entre los diferentes grupos de estudio se analiza-
ron sus características generales y las variables confusoras (tabla 1). se observaron 
diferencias significativas entre los grupos de estudio respecto a la edad materna, 
peso ganado durante el embarazo, peso de la placenta, nivel educativo de la madre 
y en el índice de masa corporal pre-concepcional. las variables que presentaban 
diferencias entre los grupos fueron utilizadas en el modelo de regresión logística, 
excepto el iMc pre-concepcional, para eliminar la colinealidad.

Para el análisis de los resultados del test de Bayley a los 6 y 18 meses, se ha 
aplicado el test no paramétrico de Kruskall-Wallis, realizando las comparaciones 
entre los cuatro grupos de estudio. a los 6 meses de edad, se observaron diferen-
cias significativas en las puntuaciones compuestas del lenguaje (P=0.011) y desarro-
llo cognitivo (P=0.023) y también en la subescala del lenguaje expresivo (P=0.033). 
el análisis post-hoc demostró diferencias significativas en las puntuaciones de estas 
escalas que resultaron más elevadas en los niños nacidos de madres obesas res-
pecto a los nacidos de las madres control. no se constataron diferencias significa-
tivas a los 6 meses de edad en los dominios de desarrollo motor y socio-emocio-
nal. a los 18 meses se comprobó que las diferencias halladas a los 6 meses habían 
desaparecido; en su lugar, se encontraron diferencias significativas entre los grupos 
en la motricidad gruesa. al comparar los grupos mediante la corrección de Bon-
ferroni estas diferencias desaparecían, excepto por una tendencia a puntuaciones 
más bajas en los hijos de madre diabética respecto al control (corrección de Bon-
ferroni p=0.070; sin corrección p= 0.020). 

todas las subescalas del test de Bayley se dicotomizaron utilizando los valores 
por encima y por debajo de los percentiles 25, 50 y 75. se calcularon los valores de 
ors utilizando para ello una regresión logística, y considerando las madres sanas 
normo-peso del grupo control como grupo de referencia. se obtuvieron las ors 
ajustadas por las variables confusoras (edad materna, peso de la placenta, educa-
ción materna y peso ganado durante el embarazo) y por el grupo, y las ors no 
ajustadas tal y como aparecen en las tablas 2 y 3. 

a los 6 meses de edad, no se encontraron diferencias significativas entre los 
grupos de estudio en el desarrollo motor y desarrollo socio-emocional; sin em-
bargo, los niños nacidos de madres obesas tienen un incremento significativo de 
la probabilidad de obtener altas puntuaciones en cognitivo compuesta y en dos 
puntuaciones del lenguaje (receptiva y compuesta). el modelo de regresión lo-
gística no ajustado revela una mayor probabilidad en el grupo niños nacidos de 
madres obesas de tener una puntuación en el dominio cognitivo compuesto más 
alta respecto a los niños nacidos de madres sanas normo-peso (control), por en-
cima del percentil 25 (or: 3.1; 95% ci:1.2–7.6; p=0.016), del percentil 50 (or: 2.9; 
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95% ic:1.3–6.8; p=0.013), y en el percentil 75 (or:3.5; 95% ic:1.1–11.4; p=0.038). 
resultados similares se observaron respecto al lenguaje compuesto, pues los 
hijos de madres obesas tienen más probabilidad de tener más altas puntuacio-
nes en lenguaje compuesto, por encima del percentil 25 (or:5.7; 95% ic:1.6–20.3; 
p=0.007) y por encima del percentil 50 (or: 2.7; 95% ic:1.2-6-2; p=0.021). efectos 
positivos similares se vieron en el lenguaje receptivo (percentil 50 y 75). el mo-
delo sin ajustar también mostró en el grupo de niños nacidos de madres con so-
brepeso una mayor probabilidad de tener una puntuación en lenguaje compuesto 
por encima del percentil 50 (or:2.4; 95% ic:1.1– 5.1; p=0.026), y por encima del 
percentil 25 (or:2.3; 95% ic:1.0–4.9; p=0.041), comparados con el grupo control. 
tras el ajuste por las variables confusoras, los efectos significativos desaparecie-
ron, excepto para la puntuación de lenguaje compuesto donde la probabilidad 
de los niños nacidos de madres obesas y con sobrepeso de tener una mayor pun-
tuación significativamente más alta respecto a la de los niños del grupo control; 
los hijos de madres obesas mostraron más posibilidades de tener una puntua-
ción por encima del percentil 25 en lenguaje compuesta (orajustada:4.9; 95% 
ci:1.2-20.3; p=0.030) y del percentil 50 (orajustada:3.3; 95% ic:1.1-10.0; p=0.035). 
en resumen, el modelo de regresión logística por el método enter sugiere que la 
probabilidad de que los hijos de madres obesas y con sobrepeso muestren pun-
tuaciones más altas en las escalas cognitivas y de lenguaje del Bayley es signi-
ficativamente mayor (2.8-11.3) respecto a los niños nacidos de madres normo-
peso del grupo control.

a los 18 meses, el análisis de regresión sin ajustar mostró una probabilidad 
mayor de que los hijos de madres diabéticas presenten puntuaciones más bajas 
en leguaje expresivo, lenguaje compuesto y motricidad gruesa. estas diferencias en 
los hijos de madre diabética desaparecieron tras realizar el ajuste por las variables 
confusoras. los nacidos de madres obesas también mostraron una mayor probabi-
lidad de tener puntuaciones en motricidad gruesa menores del percentil 50. estas 
diferencias se mantuvieron tras el ajuste por las variables confusoras, y los hijos de 
madres obesas presentaron una mayor probabilidad de encontrarse por debajo del 
percentil 25 en motricidad gruesa (orajustada:0.2; 95% ci:0.1-0.7; p=0.011) y en mo-
tricidad compuesta (orajustada:0.3; 95% ic:0.1-0.9; p=0.026) (tabla 3). el modelo 
ajustado sugiere un mayor riesgo para los hijos de madres con sobrepeso de ob-
tener una puntuación en motricidad gruesa y desarrollo socio-emocional por de-
bajo del percentil 25 (orajustada:0.3, 95% ic:0.1-0.8; p=0.022; orajustada:0.4; 95% 
ic:0.1 – 0.9; p=0.034, respectivamente).

se estudió igualmente la tasa de cambio en las puntuaciones obtenidas con 
el Bayley iii entre los 6 y los 18 meses de edad calculados para cada variable (18 
meses - 6 meses) (tabla 4). no se comprobaron diferencias significativas en la tasa 
de cambio entre los grupos, excepto en las puntuaciones del lenguaje compuesto 
donde la tasa de cambio fue significativamente inferior en los hijos de madres obe-
sas (-6 puntos) frente a los niños nacidos de madres sanas normo-peso (+1.5 pun-
tos) (corrección por Bonferroni p=0.021). 



torres-esPínola FJ, Jerez calero a, seGura Mªt, et alii

 236

normopeso
n=74

sobrepeso
n=42

obesa
n=28

Diabetes 
Gestacional

n=48
P2

scaled cognitive 
score3 2,00 (3)

10,00 (15)

0,00 (4)

0,50 (4)

1,50a (18,75)

0,00 (4)

4,00 (4)

11,00 (23)

0,00 (5)

0,00 (25)

3,00 (3,25)

15,00 (16,25)

–1,00 (3)

0,00 (3)

–3,00a,b (12,75)

1,00 (4,25)

3,00 (4)

10,50 (21)

0,00 (6)

0,00 (30)

2,00 (2)

10,00 (10)

–1,00 (3,75)

–0,50 (3,75)

–6,00b (20,25)

0,00 (3)

2,00 (4,50)

7,50 (20,75)

1,00 (4,75)

5,00 (23,75)

2,00 (3,75)

10,00 (18,75)

0,00 (3)

0,00 (2)

–3,00a,b (11,25)

0,5 (3)

2,00 (3,75)

9,00 (17,75)

0,0 (4)

0,0 (20)

0.436

cognitive composite 
score

0.431

scaled receptive 
language score

0.168

scaled expressive 
language score

0.128

language composite 
score

0.019

scaled Fine Motor 
score

0.525

scaled Gross Motor 
score

0.136

Motor composite 
score

0.676

scaled social-
emotional score

0.909

social-emotional 
composite score

0.917

table 4. Diferencia1 en las puntuaciones de Bayley III entre 6 y 18 meses de edad 
en los cuatro PREOBE-grupos.

Datos expresados en media ± sD
1. se calculó la diferencia en bruto como el cambio en la puntuación de 6 a 18 meses. 
2. P-valores de las diferencias globales entre los grupos de PreoBe usando anova. los 
que valores no comparten el mismo sufijo (abc) fueron significativamente diferentes en la 
prueba post hoc de Bonferroni.

Discusión

el presente estudio analiza el efecto del sobrepeso y obesidad materna, así como 
de la diabetes gestacional en la madre sobre el neurodesarrollo de sus hijos. este 
diseño de estudio ha permitido explorar los efectos de la obesidad y el sobrepeso 
sobre el neurodesarrollo de forma separada a los efectos de la diabetes gestacio-
nal. nuestro principal y sorprendente hallazgo ha sido el que los niños nacidos de 
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madres con obesidad obtienen puntuaciones más altas en desarrollo cognitivo y 
del lenguaje a los 6 meses de edad. esta diferencia se mantiene tanto cuando se 
analizan los datos como variables continuas o categóricas, a pesar de que nuestros 
números absolutos fueron bajos; además, el efecto se mantuvo para el desarrollo 
del lenguaje incluso tras ajustar el resultado por posibles variables confusoras que 
pudieran afectarle. a los 18 meses, los hijos de madres con obesidad redujeron sus 
puntuaciones significativamente comparadas con las del grupo de niños nacidos 
de madres sanas normo-peso (control), y los valores absolutos fueron similares; en 
cambio hubo una menor diferencia entre los grupos en las puntuaciones de mo-
tricidad gruesa, esta vez a favor de los nacidos en el grupo control, en compara-
ción a los otros tres grupos de estudio.

tras el aumento de investigaciones relacionadas con la obesidad como pro-
blema de máximo interés para la salud pública, se han publicado numerosos 
estudios acerca de la asociación entre el neurodesarrollo del niño y la obesidad 
materna y diabetes gestacional. estos resultados son divergentes y la población 
examinada varía respecto a los datos que se presentan en este trabajo, pues no 
aparece en la literatura ningún trabajo que distinga entre los grupos de obesidad, 
sobrepeso y diabetes gestacional. la mayoría de los estudios publicados sobre 
el efecto de la obesidad materna y el sobrepeso, informan de un retraso en el 
neurodesarrollo [5, 30-32]. neggers mostró en un estudio realizado en niños pro-
cedentes de familias afroamericanas (n=355, media de edad 5.3 años), un mo-
delo de ajuste covariado, que la obesidad en las madres predice un bajo iQ en 
el niño y puntuaciones no verbales bajas comparado con madres normo-peso 
[5]. De forma similar, Heikura et al., en una cohorte de n>21000 niños de 11.5 
años y de los que se obtuvo el ci, identifican la obesidad materna y los fac-
tores socioeconómicos como los de mayor riesgo de discapacidad mental [30]; 
tanda et al., encontraron efectos similares en las puntuaciones cognitivas [31]. 
en el mayor análisis por número de casos estudiados, Huang et al., evaluaron 
retrospectivamente 30000 parejas madre-hijo procedentes de estados unidos, y 
pasaron el test de inteligencia Wisc a todos los niños a los 7 años; después de 
ajustar por los numerosos factores principales que pudieran incidir en los resul-
tados, demostraron una asociación en forma de u entre el peso pre-concepcio-
nal y el ci del niño [32].

en dos recientes artículos de revisión van lieshourt et al., han descrito un 
total de 23 ensayos que evalúan esta cuestión en diferentes edades y poblacio-
nes, concluyendo que los hijos de madres obesas y con sobrepeso tienen un in-
cremento del riesgo de alteraciones del desarrollo cognitivo y aumento de pro-
blemas de atención, aunque advierten que faltan datos para confirmar una clara 
evidencia científica, por lo que hacen notar la necesidad de más investigacio-
nes para demostrar la causalidad [23, 24]. Por su parte, Brion et al., llegan a 
una conclusión diferente, afirmando que existe una asociación entre la obesidad 
materna y alteraciones del neurodesarrollo, aunque esta relación es confusa de-
bido a los efectos de factores sociodemográficos [20]. los presentes hallazgos a 
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los 6 meses de vida han sido sorprendentes y destacan en completo contraste 
con la literatura revisada anteriormente. ningún estudio anterior ha informado 
de un incremento en las puntuaciones en ninguna de las evaluaciones de hijos 
nacidos de madres con obesidad y sobrepeso. sin embargo, ninguno de los an-
teriores artículos evaluó a los niños en esta edad y los resultados pueden ser 
debidos a un aumento precoz en las habilidades de desarrollo neurológico en 
el subgrupo de hijos de madres obesas. sin embargo, la dramática caída en las 
puntuaciones del desarrollo neurológico observado en el grupo de hijos de obe-
sas entre los 6 y 18 meses sugiere que el aumento de las puntuaciones obser-
vadas es temporal y van seguidas de una ralentización que conduce a las pun-
tuaciones del percentil 50, pero que también podría significar el inicio de un 
deterioro posterior. Por otra parte, podría cuestionarse si este aumento precoz 
y temporal estaría indicando un perfil de neurodesarrollo distinto que a largo 
plazo no es favorable. solo podemos especular sobre los mecanismos que con-
ducen a este incremento temporal; podría ser debido a un incremento del paso 
de nutrientes a través de la placenta en la gestación de madres obesas produ-
ciendo un rápido crecimiento sinaptogénico a nivel cerebral al final de la gesta-
ción y durante los primeros meses de vida, pero sin estabilidad sostenida. otra 
posible explicación estaría relacionada con una interacción con la inflamación 
materna asociada a la obesidad, el estado del hierro o de ácidos grasos esencia-
les. sin embargo, para establecer un mecanismo de este tipo se requieren más 
estudios y muestras de mayor tamaño.

nuestros resultados a los 18 meses son menos sorprendentes, al no demostrarse 
diferencias significativas entre los hijos de madres obesas y con sobrepeso, respecto 
a los niños nacidos de mujeres sanas normo-peso, excepto la presencia de una ten-
dencia a puntuaciones más bajas en desarrollo de la motricidad gruesa. los aná-
lisis realizados dividiendo las variables neuropsicológicas por encima y por debajo 
de la mediana (percentil 50), revelan un incremento del riesgo de obtener pun-
tuaciones más bajas en desarrollo psicomotor tanto en los hijos de obesas como 
de madres con sobrepeso y bajas puntuaciones en desarrollo socio-emocional en 
niños nacidos de madres con sobrepeso. Debido a la baja potencia de los resulta-
dos y el hecho de que la mayoría de los efectos negativos asociados al sobrepeso 
y obesidad se han observado más tardíamente (18 meses), estos datos deben ser 
interpretados con cautela. 

otros estudios realizados en lactantes nacidos de madres obesas y con sobre-
peso, sugieren un efecto negativo de la obesidad materna y del sobrepeso sobre 
las puntuaciones de desarrollo cognitivo pero no sobre las puntuaciones de desa-
rrollo motor [21, 33]. Hinkle et al. demostraron en hijos de madres obesas, una re-
ducción de 2-3 puntos en el desarrollo mental [Bayley ii) a los dos años de edad, 
incluso tras ajustar por diversas variables confusoras [33]. casas et al., estudiando 
2000 parejas madre-hijo, comprobaron la existencia de una asociación significativa 
entre el iMc materno y bajas puntuaciones a nivel cognitivo en los niños a los 
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11-22 meses de edad. la obesidad se asoció con un descenso de las puntuaciones 
del desarrollo cognitivo (Bayley) de -2.7 y -3.7 puntos respectivamente [21]. sin em-
bargo, ninguna de estas evaluaciones se hizo por debajo de los dos años de edad 
como ocurre con los datos del presente estudio.

los efectos de la diabetes materna sobre el neurodesarrollo de los niños han 
sido objeto de repetidos estudios en los últimos años. la literatura previa, sugiere 
una relación negativa entre la presencia de diabetes materna y el neurodesarrollo 
de sus hijos [4, 15-17]. en un estudio de casos-control, Dionne et al., compararon 
hijos de madre diabética (n=221) y niños control (n=2612) en relación al desa-
rrollo del lenguaje desde los 18 meses hasta los 7 años de edad en dos cohortes 
canadienses; encontraron que los niños nacidos de madres diabéticas tenían pun-
tuaciones significativamente más bajas en lenguaje expresivo en varios puntos tem-
porales incluyendo los 18 meses de edad [17]; los efectos negativos también se en-
contraron sobre las puntuaciones cognitivas totales [15].

a los 18 meses de seguimiento, los niños del presente estudio nacidos de ma-
dres con diabetes gestacional tenían puntuaciones más bajas en motricidad gruesa, 
lenguaje expresivo y lenguaje compuesto. estos resultados están en concordancia 
con la literatura revisada, a pesar de que estos efectos no se confirman tras reali-
zar el ajuste por las variables confusoras. esto podría justificarse por la falta de po-
tencia en la muestra, pero también podría deberse a la edad de evaluación, pues 
los efectos significativos de la diabetes sobre el neurodesarrollo se han encontrado 
más allá de los 18 meses de edad.

actualmente, a los 6 meses de edad las puntuaciones a nivel cognitivo y de 
lenguaje fueron bastante más altas comparadas con el grupo control, y similares 
a las encontradas en el grupo de hijos de madres obesas. se podría especular un 
efecto temporal tal y como se ha discutido anteriormente para los hijos de mu-
jeres obesas, pues en la gestación diabética también se ha comprobado un incre-
mento acentuado del paso de nutrientes energéticos desde la madre al feto. Por 
otra parte, en este análisis, no se ha tenido en cuenta el iMc de las madres con 
diabetes gestacional, estando incluidas en este grupo mujeres con normo-peso, con 
sobrepeso y con obesidad que fueron diagnosticadas de diabetes gestacional. estos 
subgrupos pueden afectar a las diferencias observadas en el neurodesarrollo de sus 
hijos; tras la subclasificación de este grupo no se pudieron comprobar diferencias 
significativas en el neurodesarrollo de los niños, debido al bajo número de casos 
en alguno de los subgrupos. 

una limitación de este estudio es el número de casos obtenidos en el grupo 
de madres obesas. la dificultad añadida al seguimiento a largo plazo de los niños 
desde la gestación de sus madres, es precisamente la existencia de obesidad ma-
terna, habiéndose encontrado una tasa mayor de abandono en este grupo. otra 
limitación del presente estudio es que solo se han evaluado los niños mediante 
las puntuaciones obtenidas con el test de Bayley iii. otros estudios previos han 
informado de los efectos negativos de la obesidad materna y de la diabetes ges-
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tacional sobre el desarrollo de problemas afectivos y emocionales, trastorno 
de déficit y atención e hiperactividad (tDaH) y anorexia nerviosa [22, 34-36]. 
se han programado nuevas revisiones de los niños participantes en el estudio 
PreoBe, donde se evaluarán tanto el desarrollo neuropsicológico como la fun-
ción y estructura cerebral. 

en conclusión, los resultados obtenidos en este estudio confirman que los re-
cién nacidos de madres con patologías metabólicas durante la gestación, difieren 
en el perfil de neurodesarrollo. a los 18 meses hay una tendencia a reducir las 
puntuaciones en varios dominios. sin embargo, los hallazgos más importantes han 
sido el incremento temporal en el desarrollo del dominio cognitivo y del lenguaje 
observado a los 6 meses en los hijos de madres obesas. estos nuevos hallazgos su-
gieren de forma contundente la necesidad de realizar más estudios que expliquen 
los mecanismos implicados en estos hechos. 
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capítulo 16

El polimorfismo materno
PPARG Pro12Ala se asocia
con el desarrollo neurológico
del bebé a los 18 meses de 
edad

Torres-Espínola FJ, Altmäe S, Segura MªT,
Jerez A, Anjos T, Chisaguano M,
López-Sabater MªC, Entrala v, Alvarez JC,
Agil A, Florido J, Catena A, Pérez-García M,
Campoy C

Resumen

el PParg es una de las formas de los receptores activados de proliferación de los pe-
roxisomas (PPars), implicado en la regulación de la inflamación del sistema nervioso 
central (neuroproteción) y en el rendimiento cognitivo. se han identificado diferen-
tes variaciones genéticas del PParG; el polimorfismo PParG2 Pro12ala (rs1801282) 
es uno de los más estudiados, habiéndose asociado a un aumento del índice de 
masa corporal (iMc) (obesidad), diabetes Mellitus tipo 2, enfermedades cardiovas-
culares, cáncer de mama, deterioro cognitivo y enfermedades neurodegenerativas.

los objetivos del presente estudio son: 1) Determinar la influencia del polimorfismo 
Pro12ala sobre la concentración de ácidos grasos en sangre y en tejido placentario. 
2) examinar la posible relación del polimorfismo PParG Pro12ala en mujeres emba-
razadas con el neurodesarrollo de sus hijos durante los primeros 18 meses de vida.

un total de 138 parejas madre-hijo participantes en el estudio PreoBe fueron 
genotipadas para el polimorfismo PParG Pro12ala. se obtuvieron muestras de san-
gre materna, de cordón umbilical y de tejido placentario en el momento del parto; 
en dichas muestras se determinaron las concentraciones de ácidos grasos poliinsa-
turados de cadena larga (aGPi-cl). los bebés fueron evaluados neuropsicológica-
mente a los 6 y 18 meses de edad mediante el test Bayley iii.

las variantes del Pro12ala no parecen afectar a las concentraciones de aGPi-cl 
en los fosfolípidos del plasma materno ni en cordón umbilical, ni tampoco las modi-
fican en el tejido placentario. se ha podido comprobar un efecto del Pro12ala sobre 
el neurodesarrollo de los niños a los 18 meses de edad; los niños cuyas madres tenían 
el genotipo natural Pro12 mostraron un mejor desarrollo cognitivo (or = 5.11, 95% 
ci: 1.379-18.96, p = 0.015), del lenguaje (or = 3.41, 95% ci: 1.35-11.24, p = 0.044), 
y motor (or = 4.77, 95% ci: 1.243-18.33, p = 0.023) respecto a las portadoras del 
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alelo ala. Por tanto, los resultados obtenidos en el presente estudio indican un mejor 
neurodesarrollo a los 18 meses de edad en los niños nacidos de madres con el ge-
notipo Pro12 respecto a aquellos que nacieron de madres portadoras del alelo ala; 
esto sugiere efectos a largo plazo de las variantes del PParγ implicados en el meta-
bolismo y transporte placentario de nutrientes sobre el desarrollo del cerebro fetal.

Palabras clave: Programación temprana, PPARg, polimorfismo PPARG Pro12Ala, 
neurodesarrollo.

Introducción

los receptores activados de proliferación de los peroxisomas (PPars) son factores 
de transcripción con funciones cruciales en la homeóstasis de los lípidos, el me-
tabolismo de la glucosa, los procesos anti-inflamatorios y el desarrollo placentario 
[1, 2]. Hasta la fecha, tres isótopos, PPara, PParb/d, y PParg, se han identificado 
en muchas especies, incluyendo seres humanos y roedores [3].

los PPar han sido ampliamente estudiados sobre todo, centrándose en los lí-
pidos y el metabolismo de la glucosa, sin embargo según los estudios llevados a 
cabo en los últimos años están encontrando una implicación en funciones cogni-
tivas y enfermedades neurodegenerativas [4-8]. los PPars se encuentran expresa-
dos en todos los tipos de celular cerebrales [4], y los últimos descubrimientos en 
modelos animales demuestran que el rendimiento cognitivo pude verse mejorado 
a través de los receptores nucleares de los PPars [5-9].

el PParg es miembro de los PPars, desempeñando un papel importante en 
la regulación de la inflamación del sistema nervioso central y la neuroprotection 
[10,11], lo que contribuye al rendimiento cognitivo [11, 12]. el gen PParg, PParG, 
se localiza en el cromosoma 3p25 y codifica 3 isoformas: PParγ1, PParγ2 y PParγ3. 
variaciones genéticas en PParG se han identificado hasta la fecha, el polimorfismo 
PParγ2 Pro12ala (rs1801282) es el que se está estudiando más ampliamente. la 
mutación genética c→G de este polimorfismo, sustituyendo la prolina (Pro) por 
alanina (ala), conduce a una reducción de la afinidad en la unión del aDn y a 
una alteración transcripcional en los genes diana [13, 14]. el polimorfismo gené-
tico Pro12ala se ha asociado, aunque con falta de coherencia, con un aumento del 
iMc [15], la obesidad [16], la diabetes Mellitus tipo 2 [17, 18], enfermedades co-
ronarias [19], susceptibilidad de cáncer de mama [20] y otros, incluyendo el dete-
rioro cognitivo y las enfermedades neurodegenerativas [21-23].

en el presente estudio se ha analizado la asociación entre el polimorfismo PParG 
Pro12ala en 138 mujeres embarazadas, las concentraciones de ácidos grasos en los 
fosfolípidos del plasma y en el tejido placentario y el posterior desarrollo neuroló-
gico de sus hijos durante los primeros 18 meses de vida, con los siguientes obje-
tivos: 1) determinar la influencia del polimorfismo Pro12Ala sobre la concentración 
de ácidos grasos en sangre y en tejido placentario; 2) examinar la posible relación 
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del polimorfismo PPARG Pro12Ala en mujeres embarazadas con el neurodesarrollo 
de sus hijos durante los primeros 18 meses de vida.

Material y Métodos

disEño dE Estudio y población dE Estudio

el estudio PreoBe (papel de la nutrición y genética maternas en la programación 
del desarrollo fetal del tejido adiposo) (www.clinicaltrials.gov, nct01634464 2012), 
es un estudio de cohorte prospectivo observacional en parejas «madre-hijo», que 
fueron clasificadas en función del índice de masa corporal (iMc) pre-concepcio-
nal y el desarrollo de Diabetes Gestacional, determinando los siguientes grupos 
de estudio: a) embarazadas sanas normo-peso (18.5≥iMc<25 Kg/m2), sobrepeso 
(25≥iMc<30 Kg/m2), obesas (iMc≥30 Kg/m2), y mujeres que desarrollaron Diabe-
tes Gestacional. el estudio fue realizado en el Hospital clínico universitario «san 
cecilio» y el Hospital universitario «Materno infantil».

los criterios de inclusión fueron: embarazo único, 12 a 20 semanas de gestación 
en el momento del reclutamiento, intención de dar a luz en uno de los dos centros 
Hospitalarios mencionados. los criterios de exclusión fueron: embarazadas participan-
tes en otros estudios de investigación, que presentaran patologías tales como hiper-
tensión, preclampsia, retraso del crecimiento intrauterino, infecciones, hipo- o hiperti-
roidismo, enfermedades renales o hepáticas, o que siguieran una dieta extravagante o 
vegana. las posibles variables confusoras se evaluaron mediante cuestionarios estan-
darizados con información sobre el estado de salud de las madres y de sus hijos. se 
obtuvieron datos tales como la edad materna, paridad, tabaquismo, ingesta de alcohol, 
información sobre hábitos y estilo de vida, datos socio-económicos y demográficos, 
nivel de estudios, iQ materno, aumento de peso durante la embarazo, tipo de parto, 
peso placentario, edad gestacional, puntuación de apgar, sexo del bebé, antropome-
tría neonatal (peso, longitud y perímetro cefálico al nacimiento), tipo de alimenta-
ción e introducción de la dieta hasta 18 meses de edad. se evaluó el nivel de influen-
cia de estos factores considerándolos en el modelo de análisis estadístico desarrollado.

De un total de 331 mujeres embarazadas participantes en el estudio PreoBe, 
138 mujeres embarazadas y sus hijos fueron seleccionadas para el presente estudio. 
las madres y sus hijos fueron genotipadas para el polimorfismo PParG Pro12ala; 
se realizó una evaluación neurológica de los bebés a los 6 y 18 meses de edad. a 
los 6 meses 138 niños fueron examinados utilizando las escalas Bayley de desarro-
llo infantil, tercera edición (Bayley iii). a los 18 meses, 129 bebés fueron someti-
dos a examen neurológico de nuevo con el Bayley iii.

el protocolo de estudio fue aprobado por los comités de ética médica de todos 
los centros participantes en el estudio. Después de una cuidadosa explicación de los 
detalles del estudio, el consentimiento informado por escrito se obtuvo de todas 
las mujeres participantes.
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toma dE muEstras para análisis dE adn

se obtuvo sangre venosa materna y de cordón umbilical en el momento del parto 
mediante vacutainer. la sangre se recogió en tubos de 3.0 ml, conteniendo 7,5% de 
eDta, se centrifugó a 3.500 rpm. y almacenó a -80ºc hasta el momento del análisis.

gEnotipado pprag pro12ala

las madres y los bebés fueron genotipados para el polimorfismo Pro12ala en el 
exón 3 del gen PParG (rs1801282 c/G). el aDn genómico se extrajo a partir de 
la sangre entera usando el protocolo de extracción con fenol-cloroformo y poste-
riormente se realizó electroforesis en 0,8% de gel de agarosa. la genotipificación 
se realizó utilizando taqMan® snP Genotyping assay c_1129864_10 (applied Bio-
systems, Foster city, ca, usa) on aBi PrisM 7900Ht sequence Detection system 
(applied Biosystems). la Pcr en tiempo real se llevó a cabo de conformidad con 
el kit de instrucciones y el manual de los fabricantes (applied Biosystems, Foster 
city) taqMan® snP Genotyping assays, usando 5 ng de aDn genómico purificado 
como plantilla. la amplificación se realizó durante 40 ciclos con temperatura de 
desnaturalización de 95ºc y la temperatura de recocido de 60ºc.

toma dE muEstras dE sangrE y dE placEnta 
para El análisis dE ácidos grasos

la sangre para el análisis de ácidos grasos se recogió en el tubo de suero que con-
tiene activador de coagulación y gel para la separación de suero (vacutainer, Bec-
ton Dickinson, ee.uu.), se centrifugó a 3500 rpm durante 15 min, y una alícuota 
se mantuvo a -80ºc hasta el momento del análisis.

las placentas se recogieron y pesaron inmediatamente después del parto. se 
realizó una inspección visual de la placenta para estudiar áreas de necrosis o cual-
quier otra anormalidad. un trozo de 1g se escindió de la mitad del radio de la pla-
centa (distancia entre la inserción del cordón umbilical y la periferia), se congelaron 
inmediatamente y se almacenaron a -80°c para el análisis de lípidos. las muestras 
se obtuvieron de ubicaciones idénticas de la placenta [24].

análisis dE ácidos grasos En 
los fosfolípidos plasmáticos

la composición de los ácidos grasos en los fosfolípidos de plasma se determinó 
utilizando el método desarrollado por Bondía et al., [25] los lípidos plasmáti-
cos se extrajeron usando diclorometano/metanol (2:1 v/v), y los fosfolípidos fue-
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ron aislados por extracción en fase sólida con el uso de columnas de amino-
propilo. el análisis de ésteres metílicos de ácidos grasos de los fosfolípidos del 
plasma se realizó por cromatografía de gases rápida con un detector de ioniza-
ción de llama. los resultados se expresaron como porcentajes (%) del total de 
ácidos grasos determinados.

análisis dE ácidos grasos dE tEjido 
placEntario

se analizaron los lípidos placentarios en 0,2-0,3 g de tejido siguiendo la técnica des-
crita por Klingler et al., [26].Brevemente, después de la descongelación de las mues-
tras estas se lavaron varias veces en solución salina al 0,9% para eliminar los resi-
duos sanguíneos lo máximo posible. se realizó homogeneización y extracción de 
lípidos en 3 ml de cloroformo/metanol (2:1 v/v), con butil-hidroxitolueno, tripen-
tadecanoin y dipenta-decanoil fosfaditil colina como patrones internos. las fraccio-
nes de lípidos se aislaron por cromatografía en capa fina utilizando heptano, éter 
di-isopropílico, y ácido acético (60:40:3/volumen) como fase móvil. los metil-éste-
res de los ácidos grasos de las distintas fracciones de plasma y triglicéridos se ob-
tuvieron por reacción con Hcl metanólico. los metyl-ésteres de los ácidos grasos 
se analizaron mediante cromatografía de gas-líquido capilar en un cromatógrafo de 
gases Hewlett-Packard 5890 serie ii (Hewlett-Packard, Waldbronn, alemania) equi-
pado con una columna BPX70 (sGe, Weiterstadt, alemania, longitud: 25 m, inte-
rior diámetro: 0,22 mm) e identificado por comparación con patrones auténticos 
(nu-chek-Pre, elysian, Mn). los resultados se expresan como porcentajes (%) del 
total de ácidos grasos detectados.

Evaluación dEl dEsarrollo nEurológico 
infantil

se realizó la evaluación neuropsicológica de los niños a los 6 y 18 meses de edad 
utilizando escalas de Bayley para el desarrollo infantil, tercera edición (BsiD iii). esta 
prueba está diseñada específicamente para niños de 1 a 42 meses de edad [27, 28].

la prueba permite la evaluación del neurodesarrollo mediante cuatro escalas: 
lenguaje, desarrollo motor, cognitivo y desarrollo social-emocional. la escala del 
lenguaje explora dos ramas del desarrollo, el lenguaje receptivo y el expresivo. la 
escala motora permite el examen de ambas habilidades de desarrollo psicomotor, 
motricidad fina y gruesa. el desarrollo socio-emocional se exploró mediante el cues-
tionario específico de la escala Bayley que completó la propia madre en el mismo 
momento de la evaluación. se calculó la puntuación escalar y la puntuación com-
puesta para cada escala, y se ajustó para cada niño y edad (días), utilizando las ta-
blas de los manuales de corrección.



torres-esPínola FJ, altMäe s, seGura Mªt,, et alii

 250

análisis Estadístico

los análisis estadísticos se realizaron con el paquete estadístico sPss para Windows 
(versión 20.0; iBM sPss inc., chicago, il, ee.uu.).

la distribución normal de los datos se evaluó mediante la prueba de shapiro-
Wilk. las variables normales continuas se muestran como media y desviación es-
tándar, y aquellas que no siguen una distribución normal como amplitud y rango 
intercuartil. Para las variables categóricas se muestran las frecuencias absolutas y 
porcentajes. como posibles factores de confusión se consideraron: la edad materna, 
la situación socioeconómica, nivel de estudios de los padres, iQ materno, el iMc 
pre-concepcional, la paridad, el tabaquismo y la ingesta de alcohol durante la ges-
tación, el aumento de peso durante el embarazo, diabetes gestacional, el tipo de 
parto, peso de la placenta, la edad gestacional, la puntuación de apgar, la antro-
pometría neonatal (peso, longitud y perímetro cefálico al nacimiento), sexo y tipo 
de alimentación durante los primeros meses de vida. con el fin de determinar el 
posible efecto de los factores de confusión sobre los resultados obtenidos, se rea-
lizó prueba t de student para variables continuas de distribución normal. Para las 
variables que no seguían una distribución normal, se realizó el test de Wilcoxon 
o Kruskall-Wallis. la prueba de chi-cuadrado se aplicó para determinar la asocia-
ción entre las variables categóricas o categorizadas. además, se realizó un análisis 
de regresión logística para relacionar la influencia del polimorfismo PParG y otras 
variables sobre los resultados del desarrollo neurológico de los niños (cognitivo, 
lingüístico, motor y dominios sociales); en este caso, los dominios se dicotomiza-
ron por encima y por debajo del valor de la mediana. el mínimo de significancia 
se consideró cuando P <0,05.

Resultados

polimorfismo pparg pro12ala En los grupos 
dE Estudio

la distribución del genotipo PParG rs1801282 c/G entre la población estudiada fue 
la siguiente: 118 mujeres (85,5%) tenían el genotipo mayor cc, 20 mujeres (14,5%) 
presentaron la forma heterocigota de cG; no hubo ninguna mujer con genotipo 
homocigoto GG. las respectivas frecuencias de los alelos entre las mujeres fueron: 
92,8% (c) y 7,2% (G). entre los niños, 120 mostraron el genotipo cc, 16 niños el 
genotipo heterocigoto cG, y un bebé presentó el genotipo GG; las frecuencias alé-
licas entre los niños fueron de 94% (c) y el 6% (G). PParG rs1801282 c/G distri-
bución dentro de los participantes del estudio fue de Hardy-Weinberg (en madres 
χ2 = 0,84, p = 0,36; en lactantes χ2 = 0,06, p = 0,47).

en general, las características maternas y de los hijos no difirieron entre los in-
dividuos con el genotipo cc materno o de sus hijos, o con el cG. el polimorfismo 
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CC (n=118) CG (n=20) P

edad Materna 31.98±4.52 31.70±4.37 0.623**

Ganancia de peso en la gestación1 9.38±7,08 8.90±6,69 0.245**

nivel educativo materno2

 universidad/Doctor
Primaria/secundaria 36.30% 36.80%

0.963*
63.70% 63.20%

iQ Materno3 108 (18) 100 (25) 0.681**

iMc Pre-concepcional materno1 26.54±5.13 26.21±5.25 0.806**

Diabetes Gestacional2
yes 70.30% 75.00%

0.671*
no 29.70% 25.00%

Paridad2 0 57.60% 35.00%
0.060*

≥1 42.40% 65.00%

tabaco durante la gestación

no 76,90% 83.30%

0.570*< 5 cigarillos 17.30% 16.70%

≥ 5 cigarillos 5.80% 0.00%

alcohol durante el embarazo2
no 41.30% 55.60%

0.509*
si 58.70% 44.40%

Peso placenta1 517.3±131.4 472.2±113.7 0.174***

Peso al nacimiento1 3320.8±420.2 3544.7±478.0 0.042***

longitud al nacimiento1 50.46±2.12 50.28±2.67 0.920***

Perímetro cefálico al nacimiento1 34.56±1.44 34.46±1.49 0.993***

sexo2
niño 45.80% 60.00%

0.239*
niña 54.20% 40.00%

tipo de alimentación infantil2
Materna 46.00% 55.50%

0.711*Fórmula 36.00% 27.80%

Mixta 18.00% 16.70%

edad Gestacional1 39.51±1.23 39.60±1.18 0.821*

apgar 13 9 (0) 9 (0) 0.805**

apgar 53 10 (0) 10 (0) 0.064**

tabla 1. Características de los individuos estudiados teniendo en cuenta los 
 genotipos maternos del PPARG Pro12Ala (rs1801282, C/G) 

n: número de casos.
iMc: índice de Masa corporal; 1. Media ± Desviación estándar; 2. Porcentaje; 3. Mediana y 
amplitud intercuartil.
*test chi-cuadrado.
**test Mann Whitney u.
***test t de student. nivel de significancia: P<0.05
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Pro12ala materno se asoció con un mayor peso al nacimiento del bebé; las ma-
dres con genotipo cG tuvieron recién nacidos significativamente más pesados que 
las mujeres con genotipo cc (3544.74±477.99 g vs 3320.76±420.16 g, P=0.042). Por 
tanto, en los análisis estadísticos posteriores el único factor de confusión incluido 
en los modelos fue el peso al nacimiento. los otros posibles factores de confusión 
no se han incluido porque no afectaron al modelo. (tabla 1).

polimorfismo pparg pro12ala
y concEntración dE ácidos grasos
En El momEnto parto

el polimorfismo Pro12ala estudiado no mostró ningún efecto sobre las concentra-
ciones de ácidos grasos en plasma materno ni sobre el tejido placentario (tabla 2). 
el genotipo del polimorfismo del PParG Pro12ala del bebé influyó sobre las con-
centraciones de ácido α-linolénico en los fosfolípidos de la placenta (P=0,039), aun-
que esta diferencia hay que considerarla con precaución pues sólo había un bebé 
con el genotipo GG (mientras cc n=64, cG n=9).

polimorfismo pparg pro12ala
y dEsarrollo nEurológico dEl bEbé

el genotipo materno no pareció influir en los resultados del desarrollo neuroló-
gico del niño a los 6 meses de edad, pero se observaron asociaciones estadística-
mente significativas del genotipo materno Pro12ala y los resultados del desarrollo 
neurológico de los niños a los 18 meses de edad (tabla 2). se obtuvieron pun-
tuaciones más altas en el dominio cognitivo (tanto cognitivo escalar y puntua-
ción compuesta cognitiva, 15(4) vs 13(4), p=0,004 y 125(15) vs 115(20), p=0,004, 
respectivamente), el dominio del lenguaje (lenguaje receptivo, 12(2) vs 10.5(2), 
p=0.004), y el dominio motor (motricidad fina y compuesta, 13(3) vs 11,5(2), 
p=0,010 y 115(14) vs 111(8), p=0,007, respectivamente), mientras que no se de-
tectaron diferencias en el desarrollo social y emocional de los niños cuyas ma-
dres mostraron un genotipo cc, respecto a los niños con genotipo cG materno. 
el polimorfismo Pro12ala del bebé no mostró ningún efecto sobre su neurode-
sarrollo a los 6 y 18 meses de edad (Figura 1).

el análisis de regresión logística mostró que las madres con el genotipo ma-
yoritario del PParG Pro12 (cc), tienen 5,1 veces más probabilidades de tener un 
bebé con mayor puntuación compuesta de desarrollo cognitivo a los 18 meses de 
edad (or = 5,11: ic del 95%: 1,379 a 18,96) que los nacidos de las mujeres con el 
genotipo cG (P=0,015). el mismo resultado se observó para las puntuaciones len-
guaje compuesto y motor compuesto (or = 3,41; ic del 95%: 1,35 a 11,24; p = 
0,044 y or = 4,77; ic del 95%: 1,243 a 18,33, p = 0,023, respectivamente) (tabla 3).
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tabla 2. Concentración de ácidos grasos en los fosfolípidos plasmáticos y 
 placentarios dependiendo del genotipo materno PPARG Pro12Ala (rs1801282, C/G)

cc cG
X±sD X±sD P

sangre materna al parto (wt %) n=72 n=14
la (c18:2n-6) 22.02±2.64 22.23±1.29 0.682
lna (c18:3n-3) 0.12±0.04 0.14±0.06 0.205
aa (20:4n-6) 9.77±1.70 10.07±1.42 0.563
DHa (22:6n-3) 4.31±0.90 4.59±1.04 0.512
ePa (20:5n-3) 0.32±0.14 0.33±0.15 0.725
aa/DHa ratio 2.34±0.54 2.31±0.65 0.898
la/lna ratio 211.86±87.60 199.93±120.12 0.257
cordón umbilical (wt %) n=50 n=10
la (c18:2n-6) 8.02±2.24 7.59±0.73 0.592
lna (c18:3n-3) 0.04±0.02 0.03±0.01 0.839
aa (20:4n-6) 18.78±2.37 19.51±1.62 0.433
DHa (22:6n-3) 6.78±1.76 6.52±1.17 0.984
ePa (20:5n-3) 0.20±0.07 0.21±0.11 0.960
aa/DHa ratio 2.95±0.82 3.10±0.67 0.513
la/lna ratio 269.67±149.47 246.60±95.71 0.858
Fosfolípidos en placenta (wt %) n=60 n=13
la (c18:2n-6) 9.26±1.12 9.51±0.94 0.554
lna (c18:3n-3) 0.02±0.01 0.03±0.01 0.146
aa (20:4n-6) 21.81±1.67 22.29±1.28 0.289
DHa (22:6n-3) 4.47±0.67 4.94±0.73 0.069
ePa (20:5n-3) 0.08±0.07 0.06±0.06 0.338
aa/DHa ratio 5.00±0.89 4.62±0.81 0.220
la/lna ratio 429.47±193.09 455.57±313.80 0.298
triglicéridos en placenta (wt %) n=63 n=13
la (18:2n-6) 13.27±2.93 11.92±1.55 0.070
lna (18:3n-3) 0.19±0.09 0.18±0.07 0.761
aa (20:4n-6) 10.55±2.34 11.56±2.31 0.116
DHa (22:6n-3) 3.27±1.05 3.88±1.13 0.073
ePa (20:5n-3) 0.22±0.21 0.24±0.13 0.479
aa/DHa ratio 3.43±0.90 3.20±1.00 0.512
la/lna ratio 75.62±22.50 74.39±29.18 0.820

test u de Mann Whitney; X: Media; sD: Desviación estándar; n: número de casos; aa: ácido 
araquidónico; DHa: acido docosahexaenoico; ePa: acido eicopentanoico; la: ácido lino-
leico; lna: ácido α-linolénico. resultados expresados en porcentaje por peso (wt %) del 
total de ácidos grasos detectados.
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tabla 3. Análisis de regresión logística de los efectos del genotipo materno PPARG 
 Pro12Ala sobre el neurodesarrollo de los bebés a los 18 meses de edad (n=129)

Figura 1. 

PParG (cc) B p odd`s ratio (95% ci)

Puntuación compuesta cognitiva 1.632 0.015 5.11 (1.379-18.96)

Puntuación compuesta lenguaje 1.227 0.044 3.412 (1.035-11.24)

Puntuación compuesta Psicomotor 1.563 0.023 4.775 (1.243-18.33)

Dicotomización por debajo y por encima de la mediana de la puntuación compuesta de 
desarrollo cognitivo, puntuación compuesta de desarrollo del lenguaje y puntuación com-
puesta del desarrollo psicomotor, para la regresión logística binaria. ajustadas por el peso 
al nacimiento. variable de riesgo el genotipo PParG cG
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Discusión

en el presente estudio, se ha comprobado que los bebés de madres con genotipo 
PParG tipo natural Pro12 superaron a los 18 meses de edad a los portadores del 
alelo ala, en las puntuaciones compuestas de desarrollo cognitivo, del lenguaje y 
de desarrollo motor, pero no en desarrollo socio-emocional, independientemente 
de la obesidad materna y/o diabetes gestacional. Por otra parte, no se observó nin-
gún efecto del propio polimorfismo Pro12ala del niño sobre su desarrollo neuro-
lógico. además, las variantes del Pro12ala no parecen afectar a las concentracio-
nes de ácidos grasos en sangre y placenta durante el parto.

este es el primer estudio en el que las variaciones del polimorfismo genético 
del PParG Pro12ala se relacionan con el desarrollo neurológico del bebé. los re-
sultados obtenidos muestran el papel de las variantes polimórficas del Pro12ala 
materno en la regulación de los mecanismos intrauterinos implicados en la trans-
ferencia transplacentaria de ácidos grasos desde la madre al feto, y por tanto, 
que van a influir sobre el desarrollo neurológico del bebé; esta influencia tiene 
un impacto a largo plazo (18 meses en lugar de 6 meses). se ha demostrado que 
el PParg tiene una función específica en la regulación de la expresión de genes 
implicados en la neurotransmisión, y por lo tanto puede jugar un papel impor-
tante en el aprendizaje y el desarrollo de la memoria [27], especialmente en la 
memoria a largo plazo [5].

el PParg se expresa fuertemente en la placenta humana [28], y tiene un papel 
central en la función y el desarrollo placentario [29, 30]. el PParg actúa como re-
gulador negativo de la invasión trofoblástica del endometrio y está implicado en 
la secreción de hormonas reguladoras de la reproducción por los trofoblastos [30]. 
además, el PParg juega un papel en el suministro de nutrientes al embrión como 
regulador de la función metabólica, la regulación de almacenamiento de ácidos 
grasos y el metabolismo de la glucosa [29].

los genes activados por PParg estimulan la captación de lípidos y la adipogé-
nesis por las células grasas; participa en la regulación de la transferencia de lípidos 
hacia el feto desempeñando un papel esencial en la placenta, y depende de la in-
corporación de lípidos de la circulación materna, así como de las vías metabólicas 
de lípidos dentro de la placenta [31, 32]. la extrema importancia de los ácidos gra-
sos, especialmente ácidos grasos poliinsaturados n-3 y n-6 de cadena larga (lc-Pu-
Fas) en el desarrollo del cerebro fetal ha sido ampliamente comprobada [33-35], 
siendo cruciales para la neurogénesis, la neurotransmisión, y la protección contra 
el estrés oxidativo [35]. Hay una etapa de crecimiento en la materia gris del cere-
bro humano durante el último trimestre del embarazo y los primeros meses des-
pués del parto, donde se produce una alta acreción de ácido araquidónico y ácido 
docosahexaenóico (DHa) en el cerebro del feto humano.

varios estudios han demostrado que una dieta baja en PuFa n-3 disminuye 
las concentraciones de DHa en los fosfolípidos del plasma, lo que determina a su 
vez una disminución de los PuFa n-3 en el cerebro; la consecuencia de bajas con-
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centraciones de PuFas n-3 en el cerebro humano conducen a un deterioro cog-
nitivo y efectos negativos en el desarrollo de la conducta [36, 37]. Por lo tanto, 
la variante materna del PParG 12ala que se traduce en reducción de la actividad 
PParg, puede dar lugar una disminución de la transferencia transplacentaria de lí-
pidos hacia el feto, afectando negativamente el desarrollo del cerebro fetal.

el papel del PParg materno podría estar implicado en otros mecanismos pla-
centarios relacionados con el desarrollo neurológico del feto. el PParg contribuye al 
desarrollo de la placenta, y por lo tanto a la transferencia materno-fetal de oxígeno 
y de diferentes nutrientes que permiten el crecimiento fetal, incluyendo el desarro-
llo cerebral. se ha demostrado una relación positiva de la expresión placentaria del 
PParg con el peso fetal y placentario [38]. se sabe que hay nutrientes esenciales 
para el desarrollo cerebral durante la vida fetal, que van a influir no sólo en el de-
sarrollo morfológico, sino también en la función cerebral incidiendo sobre la neu-
roquímica y el desarrollo neuropsicológico; el efecto de la nutrición en estas eta-
pas precoces de la vida puede tener un impacto duradero a muy largo plazo [35]. 
esta hipótesis, sin embargo, debe ser confirmada en futuros estudios.

el presente estudio tiene diversas limitaciones; no se ha podido comprobar 
ninguna diferencia en las concentraciones de ácidos grasos en plasma ni en te-
jido placentario entre mujeres y niños con los diferentes genotipos Pro12ala es-
tudiados. la falta de asociación entre las concentraciones de los polimorfismos 
y las de ácidos grasos en la placenta, podría ser el resultado de la preparación 
de la muestra, pues se obtuvo parte tanto de la cara materna como de la fetal, 
habiéndose analizado una mezcla de las mismas. otra explicación podría ser el 
número limitado de muestras disponibles para el análisis de los ácidos grasos 
(especialmente entre los portadores del alelo ala), lo que ha disminuido la po-
tencia estadística.

Por otro lado, no se han encontrado asociaciones significativas entre el geno-
tipo Pro12ala y los niveles de lípidos plasmáticos, pero las diferencias aparecieron 
después de 24 semanas de dieta de ácidos grasos [39]. en ratones se ha demos-
trado que el PParg desempeña un papel en el cerebro en la regulación del ape-
tito, y por tanto, la variación genética de este gen puede estar relacionada con la 
ingesta diaria [40]. De hecho, un estudio reciente en humanos ha demostrado di-
ferencias significativas en la ingesta total de grasa en la dieta, en relación con los 
genotipos Pro12ala, donde los participantes portadores del alelo 12ala tuvieron 
mayor ingesta de grasas respecto a los no portadores [41].

Conclusión

los resultados del estudio que se presenta muestran que los bebés nacidos de ma-
dres con el genotipo Pro12 tienen mejores resultados de desarrollo neurológico a 
los 18 meses de edad respecto a las portadoras del alelo ala, lo que indicaría el 
papel a largo plazo de las variantes del PParg sobre el desarrollo del cerebro fetal, 
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al actuar sobre la transferencia transplacentaria de nutrientes. las variantes resul-
tan de la actividad del receptor disminuido PParG 12ala, lo que puede conducir 
a una transferencia de lípidos disminuida para el feto y por tanto, afectarían ne-
gativamente el desarrollo del cerebro fetal. sin embargo, el genotipo Pro12ala no 
parece tener efecto alguno sobre las concentraciones de ácidos grasos en los fos-
folípidos del plasma ni en los placentarios. los resultados presentados en este estu-
dio deberían ser replicados, así como el impacto del polimorfismo PParG Pro12ala 
sobre el neurodesarrollo debería ser ampliamente estudiado.
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Resumen

numerosos ensayos clínicos demuestran que la ketamina, un antagonista no com-
petitivo del receptor glutamatérgico nMDa, previene la hiperalgesia secundaria a 
opioides. no obstante, hay pocos ensayos clínicos que estudien la eficacia y tole-
rabilidad de la ketamina en cirugía mayor de mínima estancia hospitalaria. la apa-
rición de hiperalgesia inducida por opioides potentes de vida media corta, como 
el remifentanilo, está ampliamente descrita en la literatura y dificulta el manejo del 
dolor postoperatorio en cirugía laparoscópica.

Planteamos un estudio experimental para evaluar la eficacia de la ketamina en 
anestesia total intravenosa para cirugía laparoscópica abdominal y ginecológica. se 
reclutaron 53 pacientes con riesgo anestésico según la escala asa i-ii. el grupo expe-
rimental fue asignado a recibir ketamina pre-incisión y de mantenimiento (K, n=25) 
frente al grupo control (c, n=28), éste último obtenido mediante el registro retros-
pectivo de pacientes de similar patología médico-quirurgica intervenidos en el mismo 
centro. ambos grupos recibieron anestesia general intravenosa con remifentanilo y 
la misma pauta analgésica intraoperatoria y postoperatoria. no hubo diferencias en 
cuanto a peso, edad o escala asa. se evaluaron: la escala analgésica visual (eva) a 
la llegada a la unidad de reanimación, la eva horaria y el consumo total de mór-
fico durante la estancia en la unidad de reanimación.

se encontraron diferencias estadísticamente significativas entre ambos grupos 
en las 3 variables principales recogidas en el estudio. se registró un eva a la lle-
gada a la unidad de reanimación de 1,56 + 2.08 puntos en el grupo K, frente 
a 3,86 ± 2,94 en el grupo c (p=0,004). el tiempo medio de estancia en reani-
mación para conseguir un eva<3 fue para el grupo K 0.48 ± 0,59 h mientras el 
grupo c necesitó una media de 1,68 ± 1,31 h (p=0,0001). el consumo de mór-
fico durante la estancia en la unidad de reanimación fue de 1,92 ± 2,86 mg en 
el grupo K, frente a 4,71 ± 4,72 mg en el grupo control (p<0,014). no se encon-
traron diferencias significativas entre ambos grupos en cuanto a la aparición de 
náuseas y vómitos en el postoperatorio. tampoco se observaron efectos secun-
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darios atribuibles a la ketamina, como alucinaciones, sedación, agitación o deli-
rio, en el grupo de estudio.

el empleo intraoperatorio de remifentanilo es una práctica común que faci-
lita el manejo de la anestesia durante la cirugía laparoscópica y permite conse-
guir un despertar precoz tras la cirugía, aunque induce hiperalgesia, la cúal di-
ficulta el control del dolor postoperatorio. en resumen, utilizada en tiva (total 
intravenuos anaesthesia) durante la cirugía laparoscópica de mínima estancia 
hospitalaria, la ketamina administrada antes de la incisión a dosis subanalgési-
cas, y durante el mantenimiento de la anestesia junto con remifentanilo, mostró 
ser eficaz en la disminución del dolor postoperatorio y el consumo de mórfico 
en la unidad de reanimación. además, la reducción del consumo de mórfico se 
consiguió sin la aparición de los efectos secundarios centrales propios de la ke-
tamina en el postoperatorio.

Introducción

la cirugía laparoscópica es un procedimiento de alta resolución y de acceso mí-
nimo. sin embargo, se requieren altas dosis de opioides en momentos concretos 
de la intervención, debido a la estimulación simpática que provoca el neumo-
peritoneo y al propio acto quirúrgico [18]. en este tipo de cirugía la administra-
ción de remifentanilo, un potente agonista-μ de vida media corta, permite ade-
cuar el estado anestésico oscilante, facilita su mantenimiento y el despertar precoz 
[30]. la infusión intraoperatoria de remifentanilo tiene como efecto paradójico la 
aparición de hiperalgesia, lo que dificulta y complica el control del dolor agudo 
postoperatorio [8]. Ya en el siglo XiX se describió que pacientes con dolor cró-
nico tratados con un potente analgésico como la morfina, desarrollaban «… un 
curioso estado de dolor perpetuo» [1]. numerosas evidencias preclínicas y clíni-
cas sugieren que la administración de opiáceos, además de analgesia, pueden 
provocar una sensibilización paradójica. este fenómeno, conocido como hiperal-
gesia inducida por opiáceos (Hio), se ha descrito tanto tras administración cró-
nica, como aguda de opiáceos mayores de diferente clase, como el remifentanilo, 
el fentanilo o la morfina [8,16,21,5,31,17].

la sensibilización nociceptiva que ocurre tras estimulación nociva periférica re-
petitiva y la Hio, son procesos fisiopatológicos que se establecen durante y después 
de la intervención quirúrgica, lo que favorece la aparición de dolor agudo posto-
peratorio y conlleva la necesidad de administración de opiáceos mayores en la fase 
postoperatoria. el manejo del dolor agudo postoperatorio está limitado por los efec-
tos adversos de los mórficos, como apnea, sedación, náuseas y vómitos postope-
ratorios (nvPo). tales efectos secundarios afectan al bienestar del paciente y au-
mentan el coste sanitario al incrementar la necesidad de cuidados por el personal 
de enfermería y prolongar la estancia en la unidad de reanimación Postoperato-
ria anestésica (urPa) [26,11].
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los mecanismos que subyacen al fenómeno de sensibilización central tras lesión 
tisular y la Hio han sido objeto de intenso estudio. se ha sugerido que ambos 
procesos compartirían aspectos comunes en los que está implicada la activación 
del receptor n-Metil-D-aspartato glutamatérgico (nMDa) [20,21,24,22,23,36,28,9
,27,2,5,17]. además, ensayos in vitro muestran que el remifentanilo activa el re-
ceptor nMDa [9]. se ha sugerido que la activación del receptor opioide-µ ini-
cia una cascada de eventos comenzando con la translocación de la PKc del ci-
tosol a la membrana, que permite al receptor nMDa comportarse como canal 
ligando-dependiente al eliminar el bloqueo voltaje-dependiente del Mg2+. el des-
plazamiento del Mg2+ favorece el influjo de ca2+, a pesar de la hiperpolarización 
producida por activación del receptor opioide-µ y la escasa liberación presináp-
tica de glutamato por el nociceptor [20,24,36,5]. Por su parte, la liberación de 
glutamato por aferencias nociceptivas en respuesta a estímulos nocivos intensos 
y/o prolongados, lesión tisular e inflamación local inducidas por la cirugía, acti-
varía al receptor nMDa, resaltando su participación en mecanismos de sensibi-
lización nociceptiva [6,4,28].

el papel fisiopatólogico del receptor nMDa, explica parcialmente el efecto anal-
gésico preventivo de la ketamina y otros antagonistas-nMDa administrados antes 
de producir el daño tisular durante la cirugía. la ketamina prevendría la activación 
de las mencionadas cascadas intracelulares responsables de la sensibilización noci-
ceptiva y la Hio [13,29]. otros autores han propuesto neuroadaptaciones pronoci-
ceptivas alternativas como responsables de aparición de Hio [35,31,17].

la ketamina, un potente antagonista no-competitivo del receptor nMDa, se 
utilizó en la década de los años 60 como anestésico general disociativo porque in-
duce un estado de desconexión con el entorno sin pérdida de reflejos profundos. 
su administración en bolus intravenoso (i.v.) a dosis altas (1-2,5 mg/kg), para la 
inducción de anestesia general, se asocia frecuentemente a la aparición de efectos 
psicoticomiméticos graves en forma de psicosis, alucinaciones o crisis de pánico, 
controlables con la coadministración de benzodiacepinas. se ha demostrado que 
estos efectos secundarios son dosis-dependientes y no aparecen con el uso de ke-
tamina a dosis bajas [3,25]. otros efectos secundarios de la admistración de dosis 
anestésicas de ketamina, como taquicardia, aumento de presión arterial, o agrava-
miento de estados previos de hipertensión intracraneal, no se describen a dosis su-
banalgésicas de 0,5 mg/kg [3,13].

en la síntesis de ketamina se obtienen dos esteroisómeros r y s en mezcla ra-
cémica. sin embargo, algunos estudios realizados en dolor postoperatorio utilizan 
s-ketamina que posee una farmacocinética similar a la mezcla racémica, pero con 
mayor potencia analgésica y efectos psicoticomiméticos menores [3]. Mientras que 
la s-ketamina se ha comercializado en otros países de la unión europea, nues-
tro medio hospitalario solo dispone de la mezcla racémica (Ketolar, Pfizer) que se 
puede administrar por varias vías [19].

recientemente se han publicado numerosos estudios que destacan el papel 
de la ketamina como analgésico simple o coadyuvante en el dolor postoperatorio 
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[15,32,3,13,19,37]. la asociación cochrane, en un exhaustivo meta-análisis, avala el 
uso de ketamina como coadyuvante analgésico a bajas dosis (subanestésicas y/o 
subanálgesicas), ya que reduce en un 30-50% el consumo de mórficos postopera-
torio, y consecuentemente la incidencia de nvPo, y sus efectos psicoticomiméti-
cos son leves, pasajeros y poco frecuentes [3] aunque otros autores no encuentran 
reducción significativa en los efectos colaterales de los opiáceos [32], se ha demos-
trado que el uso de ketamina a dosis subanestésicas (0,5 mg/kg) disminuye la hi-
peralgesia inducida por remifentanilo intraoperatorio, reduce el consumo de mór-
fico postoperatorio, y los nvPo asociados a su uso [13].

Por otra parte, se ha propuesto que la administración de ketamina pre-incisión 
en cirugía laparoscópica es más eficaz a nivel analgésico que su administración tras 
la intervención quirúrgica, una vez finalizada la estimulación nociceptiva. la pauta 
de ketamina pre-incisión a dosis subanálgesicas (0,15 mg/kg), mejora los resulta-
dos de la escala visual analógica (eva) al despertar, prolonga el tiempo hasta el 
primer rescate analgésico y disminuye el consumo total de mórficos en el posto-
peratorio [15]. la eficacia de la ketamina en la prevención de hiperalgesia podría 
estar potenciada en este estudio clínico, por la coadministración de óxido nitroso 
e isoflurano, ya que in vitro el isoflurano y otros agentes halogenados inhiben al 
receptor nMDa [12]. sería interesante estudiar si el efecto de la ketamina sobre 
el dolor postoperatorio se mantiene sin el posible efecto potenciador que propor-
cionan los anestésicos volátiles.

los numerosos ensayos clínicos revisados, muestran una gran heterogeneidad 
en el diseño, tipo de intervención, vía, dosis y tiempo de administración. aunque 
se ha mostrado que dosis tan bajas como 0,15 mg/kg en bolus único, son eficaces 
en cirugía laparoscópica ginecológica [15], la heterogeneicidad de los ensayos clí-
nicos y los resultados controvertidos, no señalan una dosis óptima de utilización 
de ketamina. Por lo que parece necesario individualizar la pauta de administración 
de ketamina, al tipo y duración de la cirugía. 

en base a las propiedades farmacocinéticas de la ketamina [7], se ha sugerido 
que la dosis óptima de ketamina para cirugía mayor abdominal con laparotomía 
se conseguiría con un bolus inicial de 0,5 mg/kg y una perfusión intraoperatoria 
de 5 µg/kg/min, para alcanzar una concentración plasmática de ketamina intrao-
peratoria de 0,25 µg/ml y una postoperatoria de 0,1 µg/ml. esta pauta de admi-
nistración contrarresta la hiperalgesia inducida por opiáceos con mínimos efectos 
secundarios [13]. 

el objetivo de la presente investigación es encontrar una pauta de administra-
ción acorde a las necesidades analgésicas en cirugía laparoscópica. se ha planteado 
como un estudio experimental preliminar (prospectivo-retrospectivo) donde se eva-
lúe la tolerabilidad y eficacia analgésica preventiva de dosis subanalgésicas de ke-
tamina, perfundida junto a remifentanilo como modalidad de anestesia total in-
travenosa (TIVA acrónimo inglés para una modalidad de anestesia libre de agentes 
anéstesicos volátiles).
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MÉTODOS

en un estudio observacional previo realizado en 10 pacientes sometidas a cirugía la-
paroscópica abdominal ginecológica se registró el consumo medio de cloruro mór-
fico postoperatorio de 5,09 ± 3,12 mg, durante su estancia en la urPa del Hospi-
tal universitario virgen de las nieves de Granada. asumiendo una reducción de al 
menos 30% en el consumo de mórfico en un grupo experimental tratado con ke-
tamina (Bell et al., 2005), el tamaño muestral para conseguir una potencia estadís-
tica del 80% que detecte diferencias en el contraste de la hipótesis nula mediante 
el test de Student bilateral para dos muestras independientes, fue de 60 pacientes 
por grupo, para un grado de significación estadística del 5%.

el estudio fue aprobado por la comisión de investigación y el comité de 
ética del Hospital, y los datos de los pacientes se trataron siguiendo la ley de 
Protección de datos. el anestesista explicó a los pacientes los detalles del es-
tudio, el carácter voluntario de su participación, las ventajas e inconvenientes 
de la técnica, y su naturaleza experimental, tras lo cual firmaron un consenti-
miento informado.

sujEtos

el Grupo experimental prospectivo a tratar con ketamina (Grupo K), se constituyó 
con 4 varones y 21 mujeres (41 ± 12,4 años de edad) propuestos para cirugía la-
paroscópica (quistectomía ovárica n=19; colecistectomía n=6), y reclutados en la 
consulta de anestesia con los siguientes criterios de exclusión:

 — ingesta crónica de alcohol o aDvP (adicción a Drogas por vía Parenteral)
 — antecedentes de psicosis, o consumo crónico de cannabis
 — Hipertensión intracraneal, lesiones cerebrales, epilepsia
 — Hipertensión arterial descontrolada o pre-eclamsia
 — cardiopatía isquémica o arritmogénica
 — Glaucóma crónico de ángulo abierto
 — Pacientes clasificados con un asa ≥ 3

los integrantes del grupo control (Grupo c) se obtuvieron a partir del regis-
tro retrospectivo de pacientes intervenidos de cirugía laparoscópica durante los 
3 meses previos, y los 3 meses de duración del estudio en el mismo Hospital 
(quistectomía ovárica n=22; colecistectomía n=6). el Grupo c se consolidó con 
1 varón y 27 mujeres, (n=28), con una media de 35 ± 1,3 años de edad. antes 
de la intervención se adiestró a los pacientes, en el uso de la eva. se registró su 
peso y el sistema de clasificación del riesgo anestésico asa de la American So-
ciety of Anesthesiologists.
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protocolo anEstésico

tras premedicación con 4 mg dexametasona, y 0,03 mg/kg midazolam, ambos Gru-
pos de pacientes recibieron la misma pauta analgésica intra- y postoperatoria. una 
vez monitorizados, se les indujo la anestesia con propofol 3 mg/kg, fentanilo 2 µg/
kg, y cisatracurio 0,15 mg/kg. seguidamente el Grupo c recibió antes de la incisión 
quirúrgica tiva exclusivamente con remifentanilo intraoperatorio, mientras al Grupo 
K se le administró 0,15 mg/kg de ketamina en bolus seguida de tiva en perfusión 
de ketamina+remifentanilo (20:1). la solución se preparó en la misma jeringa con 
40 mg de ketamina y 2 mg de remifentanilo, diluida hasta 20 ml con suero salino 
fisiológico. con esta composición se consigue una perfusión proporcional de ke-
tamina 2-4 µg/kg/min (menor que la utilizada en cirugía abdominal abierta por 
Joly et al., 2005), y de remifentanilo 0,10-0,20µg/kg/min. al comienzo de la inter-
vención se inició una perfusión de remifentanilo 0,10 µg/kg/min. cuando fue ne-
cesaria mayor analgesia durante la cirugía (PaM, Fc >20% basal o índice bispec-
tral «Bis» con trazado irregular), sin indicio de estimulación simpática atribuible al 
neumoperitoneo; se administró un bolus de ketamina 6 µg/kg + remifentanilo 0,3 
µg/kg, y se escaló un 50% la dosis/min administrada, a demanda. TÉCNICA ANES-
TÉSICA: General intravenosa total (TIVA, Total Intravenuos Anaesthesia) con Remi-
fentanílo. FiO2 (Fracción Inspirada de Oxígeno) 40%. Mantenimiento BIS (Índice Bis-
pectral) 35-55. TOF 1-2 respuestas.

Durante el mantenimiento anestésico se administró oxígeno al 40%, continuando 
en perfusión cisatracurio 0,5 µg/kg/min y propofol 4 mg/kg/h. se monitorizó tanto 
el grado de relajación neuromuscular (para mantener un rango menor a 3 respues-
tas), como la profundidad anestésica (para mantener un BIS entre 35-55). al final 
de la cirugía el bloqueo motor residual fue antagonizado con neostigmina 40 µg/
kg y atropina 20 µg/kg. treinta minutos antes de acabar la cirugía, los pacientes 
recibieron por vía intravenosa paracetamol 15 mg/kg y dexketoprofeno 0,7 mg/kg, 
además del antiemético ondansetrón 0,06 mg/kg, y 0,10 mg/kg de cloruro mórfico. 
una vez completada la cirugía se extubó al paciente, cuando obedecía a órdenes y 
realizaba movimientos respiratorios coordinados de buena amplitud.

tras la intervención los sujetos fueron trasladados a la urPa donde fueron 
monitorizados. Durante su estancia se registraron las siguientes variables: eva a la 
llegada y eva horaria, presión arterial, frecuencia cardiaca, y el porcentaje de sa-
turación de oxígeno en sangre arterial medido por pulsioximetría. el tratamiento 
analgésico postoperatorio en ambos Grupos se pautó con una perfusión de dexketo-
profeno 2 mg/kg/24h y metamizol 90 mg/kg/24h. la analgesia se consideró ade-
cuada cuando el paciente presentaba una eva<3 ó demandaba analgesia. como 
rescate analgésico se administró cloruro mórfico 3 mg i.v. cada 10 minutos, hasta 
conseguir una correcta analgesia. Posteriormente se registraron: el tiempo de es-
tancia en reanimación hasta conseguir un eva<3, el número de rescates de clo-
ruro mórfico, y la aparición de eventos adversos como nvPo, alucinaciones, diso-
ciación o crisis psicóticas.
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los datos fueron analizados mediante el software estadístico sPss 15.0. Para ve-
rificar la distribución normal de variables, se realizó la prueba de Kolmogorov smir-
nov. Para la comparación de las variables sexo, asa, tipo de intervención se empleó 
el test chi-cuadrado, mientras que para las variables edad y peso se usó el test t-
student. las variables dependientes cuantitativas eva, tiempo eva<3 y consumo 
de mórficos, no siguen una distribución normal, por lo que en las comparaciones 
entre grupos se utilizó el test de u-Mann-Whitney para muestras independientes. 
el nivel de significación estadística se estableció para p<0,05. en los resultados los 
datos se expresan como media ± De (desviación estándar).

Resultados

aunque los criterios de normalidad se cumplen para las variables edad y peso (ex-
cepto para la edad en el Grupo K), dado que el tamaño muestral es >20 en cada 
grupo, se utilizó el test paramétrico t-student. el análisis de las variables sexo, asa 
y tipo de intervención no mostró diferencias significativas entre pacientes de ambos 
grupos sometidos al estudio (tabla 1).

tabla 1. Grupos de pacientes y características

Grupo K Grupo C p

mujer 21 27

Sexo 0,176 ¥

varón 4 1

Edad 41 ± 12,4 35 ± 11,3 0,065

Peso 69 ± 11,7 63 ± 10.9 0,062

asa 1 15 14

ASA 0,65 ¥

asa 2 10 14

Intervención

colec. 6 6

0,68 ¥

quist. 19 22

colec.= colecistectomía. Quist.= quistectomía/anexectomía ovárica simple.
¥=test chi–cuadrado. t–student. p=significación estadística.
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a la entrada en reanimación, la puntuación de dolor (valorada con la eva) 
en pacientes que recibieron ketamina fue 2,3 puntos más baja que en el Grupo 
control (p=0,004). así mismo, el tiempo medio de estancia en reanimación hasta 
conseguir un eva<3, fue significativamente menor en el Grupo K (0,48 ± 0,59 h) 
respecto al Grupo c (1,68 ± 1,31 h; p=0,0001), de modo que los pacientes trata-
dos con ketamina consiguieron una correcta analgesia 1,2 h antes. también se re-
dujo significativamente el consumo total de mórfico del Grupo K (1,92 ± 2,86 mg) 
frente al Grupo c (4,71 ± 4,72 mg; p=0,014). es decir los pacientes que recibieron 
ketamina durante la intervención, necesitaron un promedio de 2,71 mg menos de 
morfina en los rescates realizados en la urPa (tabla 2).

la incidencia de nvPo fue mayor en el Grupo control (14%) que en el Grupo 
K (4%), aunque esta diferencia no alcanzó significación (p=0,067). no se observa-
ron efectos secundarios en ningún paciente durante la infusión de ketamina. ade-
más, los pacientes del Grupo K tampoco sufrieron episodios psicóticos en forma de 
alucinaciones o sueños vívidos, durante el postoperatorio o la estancia hospitalaria.

Discusión

el empleo intraoperatorio de opioides de vida media corta facilita el manejo anes-
tésico en la cirugía laparoscópica. Por las características intrínsecas de esta cirugía 
y/o del paciente se demandan altas dosis de estos fármacos en momentos con-
cretos de la intervención [18]. la alta exposición a opiodes de vida media corta 

 Grupo N media ± DE
diferencia 

medias
IC 95% P

EVAr
Ketamina 25 1,56 ± 2,08 –2,3 [–3,71 - –0,876] 0,004
Control 28 3,86 ± 2,94

tEVA<3 (h)
Ketamina 25 0,48 ± 0,59

–1,2 [–1,77 - –0,63] 0,0001
Control 28 1,68 ± 1,31

MorfR
Ketamina 25 1,92 ± 2,86

–2,79 [–4,98 - –0,61] 0,014
Control 28 4,71 ± 4,72

tabla 2. Variables principales recogidas en el estudio.

evar=escala analgésica visual al entrar en reanimación.
teva <3=tiempo de estancia en reanimación hasta conseguir eva menor de 3.
Morfr=Dosis total de mórfico administrado en reanimación. 
test deMann–Whitney para muestras independientes.
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como el remifentanilo inducen un estado de hiperalgesia dependiente de la dosis 
[8,13], que se puede prevenir utilizando antagonistas del receptor nMDa como la 
ketamina [3,13].

el protocolo de administración de ketamina utilizado en este estudio se dife-
rencia del de otros estudios previos, en que individualiza las dosis de ketamina in-
traoperatoria a la demanda analgésica de remifentanilo por cada paciente. así, in-
cluyendo la ketamina dentro de la perfusión de remifentanilo, la administración de 
ambos fármacos es proporcional. en nuestro estudio se han usado las dosis míni-
mas de ketamina pre-incisión en bolus que han demostrado ofrecer analgesia pre-
ventiva en cirugía laparoscópica [15], continuada con una perfusión de ketamina 
que ha demostrado ser eficaz en la reducción del consumo de mórficos postope-
ratorio, sin asociarse a la aparición de efectos psicoticomiméticos [13,37]. los resul-
tados preliminares de este estudio sugieren que pequeñas dosis de ketamina (0,15 
mg/kg) en bolus antes de la incisión, seguida de ketamina (2-4 µg/kg/min) y re-
mifentanilo (0,10-0,20 µg/kg/min) en la misma perfusión con la modalidad tiva, 
mejoran la eva al despertar, reducen el consumo total de mórfico y el tiempo 
necesario para alcanzar una correcta analgesia (eva<3) en la urPa. Haber utilizado 
un Grupo de pacientes control retrospectivo, limita nuestro estudio, ya que no se 
puede suponer la homogeneidad completa e impide una correcta aleatorización y 
del enmascaramiento de la exposición en los sujetos experimentales.

no obstante nuestros resultados concuerdan con otros estudios clínicos alea-
torizados controlados con placebo, que demuestran que pequeñas dosis de keta-
mina antes de la incisión quirúrgica disminuyen el dolor postoperatorio y reducen 
el consumo de mórfico [15,3,13]. la disminución de los requerimientos de mórfico 
y la aparición secundaria de nvPo en el postoperatorio serían ventajosas en cirugía 
de mínima estancia hospitalaria, pues permitiría reducir el tiempo de estancia en 
reanimación y optimizar los costes hospitalarios [11,14]. la adopción de la pauta 
analgésica multimodal preventiva con ketamina de nuestro estudio, disminuye el 
consumo de mórfico postoperatorio sin asociarse a efectos secundarios y permite, 
como sugieren otros autores [15], controlar con administración de antiinflamato-
rios no esteroideos el dolor postoperatorio, sin el empleo de anestésicos volátiles.

Conclusión

utilizada en tiva durante la cirugía laparoscópica de mínima estancia hospitala-
ria, la ketamina a dosis subanalgésicas administrada antes de la incisión, y durante 
el mantenimiento junto con remifentanilo mostró ser eficaz en la disminución del 
dolor postoperatorio y el consumo de mórfico en la unidad de reanimación. ade-
más, la reducción del consumo de mórfico se consiguió sin la aparición de los efec-
tos secundarios centrales propios de la ketamina en el postoperatorio. serían nece-
sarios futuros ensayos clínicos aleatorizados y controlados para comparar la eficacia 
de la ketamina combinada, o no con agentes anestésicos vólatiles.
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capítulo 18

ERGmf en pacientes
de enfermedades autoinmunes 
sistémicas tratados
con hidroxicloroquina

Sáez-Moreno JA, Ktiri N,
Rodríguez-Ferrer JM

Resumen

Introducción. los pacientes de enfermedades autoinmunes tratados con hidroxi-
cloroquina tienden a presentar alteraciones retinianas, que pueden deberse a su en-
fermedad o al tratamiento con dicho fármaco.

métodos. en el presente estudio, se ha explorado mediante electrorretino-
grafía multifocal (erGmf) las retinas de 19 pacientes que toman hidroxicloro-
quina regularmente como terapia de su enfermedad autoinmune (14 casos de 
lupus eritematoso sistémico, 3 de conectivopatía indiferenciada, 1 de artritis 
reumatoide y 1 síndrome de sjögren) y de 9 personas sanas, que han servido 
como grupo control.

resultados. los erGmf de los pacientes mostraron registros con morfología 
anormal, compuestos por múltiples ondas de baja amplitud. en comparación 
con el grupo control, la densidad eléctrica de los cinco anillos analizados fue 
significativamente inferior, en un porcentaje que osciló entre el 30% del ani-
llo 5 y el 39% del anillo 2. según la distribución de la disminución de densi-
dad eléctrica se observaron tres patrones, uno con disminución generalizada 
en toda la retina estudiada (anillos 1-5), otro con disminución predominante 
en el área central (anillos 1-2) y un tercero con disminución predominante en 
la región periférica (anillos 4-5). los resultados muestran que todos los pacien-
tes estudiados presentan alteraciones electrofisiológicas de la retina externa. De 
estas alteraciones, destaca la disminución de la densidad eléctrica de las res-
puestas registradas. el patrón de disminución de la densidad eléctrica más fre-
cuente fue el generalizado (12 pacientes), seguido del central (4 pacientes) y 
del periférico (3 pacientes).

conclusión. estos resultados sugieren que las alteraciones observadas se deben 
principalmente a la patología de base.

palabras clave: Enfermedades autoinmunes sistémicas, Lupus eritematoso, LES, Elec-
trorretinografía multifocal, ERGmf



sáez-Moreno Ja, Ktiri n, roDríGuez-Ferrer JM

 274

Introducción

las enfermedades autoinmunes sistémicas (eas) son un grupo de afecciones clí-
nicamente heterogéneo, pero con el denominador común de poseer una base 
etiopatogénica constituida por alteraciones de naturaleza autoimmune, presentar 
lesiones, simultáneamente o a lo largo de su evolución, en prácticamente todos 
los órganos del cuerpo humano y requerir un manejo terapéutico multidiscipli-
nar [1]. estas características convierten a las enfermedades autoinmunes sistémi-
cas en unas de las patologías de más difícil control médico. a diferencia de en-
fermedades autoinmunes órgano especificas [2], las eas se producen cuando los 
anticuerpos atacan antígenos no específicos en más de un órgano en particular. 
las eas más importantes son el lupus eritematoso sistémico, el síndrome de sjö-
gren y la artritis reumatoide.

el lupus eritematoso sistémico (les) es una enfermedad autoinmune crónica que 
afecta al tejido conjuntivo, caracterizada por inflamación y daño de tejidos debido 
a la unión de anticuerpos a las células del organismo y al depósito de complejos 
antígeno-anticuerpo [3]. el les puede afectar cualquier parte del organismo, aun-
que los sitios más frecuentes son el aparato reproductor, las articulaciones, la piel, 
los pulmones, los vasos sanguíneos, los riñones, el hígado (el primer órgano que 
suele atacar) y el sistema nervioso. el curso de la enfermedad es impredecible, con 
periodos de crisis alternados con remisión. el les es 9 veces más frecuente en las 
mujeres y se presenta más comúnmente en asiáticos y africanos. las primeras ma-
nifestaciones de la enfermedad se observan frecuentemente entre los 15 y 44 años 
de edad [4]. aunque hasta el momento no hay una cura, los síntomas se tratan 
principalmente con dosis bajas de corticoesteroides, inmunosupresores y antipalú-
dicos como la hidroxicloroquina.

el síndrome sjögren se caracteriza por afectar principalmente a las glándulas 
exocrinas que conduce a la aparición de sequedad [5]. las glándulas exocrinas, son 
las encargadas de producir líquidos como la saliva, las lágrimas, las secreciones mu-
cosas de la laringe y de la tráquea y las secreciones vaginales. líquidos que hidra-
tan, lubrican y suavizan las mucosas del organismo que están en contacto con el 
exterior. es también una enfermedad reumática, que produce dolor e hinchazón 
en las articulaciones. recibe el nombre en honor al científico sueco Henrik sjö-
gren. se reconocen dos formas distintas que sólo se distinguen en función de si 
la enfermedad está acompañada o no de otras enfermedades autoinmunes: el sín-
drome de sjögren primario y el síndrome de sjögren asociado a otras enfermeda-
des, más conocido como síndrome de sjögren secundario [6,7]. el primero aparece 
sin la presencia de otra enfermedad autoinmune asociada. en el segundo, además 
del sjögren, el paciente presenta otras enfermedades autoimmunes o reumatológi-
cas como el les o la artritis reumatoide.

la artritis reumatoide (ar) es una enfermedad sistémica autoinmune, caracte-
rizada por provocar inflamación crónica principalmente de las articulaciones, que 
produce destrucción progresiva con distintos grados de deformidad e incapacidad 
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funcional [8,9]. en ocasiones, su comportamiento es extraarticular pudiendo afec-
tar a diversos órganos y sistemas, como los ojos, pulmones y pleura, corazón y pe-
ricardio, piel o vasos sanguíneos [10,11]. aunque el trastorno es de causa desco-
nocida, la autoinmunidad juega un papel primordial en que sea una enfermedad 
crónica y en la forma como la enfermedad progresa.

patologías ocularEs y rEtinianas En las Eas

los pacientes con enfermedades autoinmunes suelen presentar alteraciones ocula-
res. la principal estructura comprometida a nivel ocular es la córnea, pero pueden 
afectarse también conjuntiva, coroides, esclera y retina [12-14]. la eas más fre-
cuente en nuestro medio es la ar, en la cual cerca de 25% de los pacientes pre-
sentan patología ocular, en especial la queratoconjuntivitis seca o síndrome de ojo 
seco (11-13%) [15-18]. otras manifestaciones son: escleritis, epiescleritis, querati-
tis, úlceras de córnea y con menor frecuencia, coroiditis, vasculitis retiniana, nódu-
los epiesclerales. Por su parte, el les compromete el globo ocular en un 20% de 
los pacientes. las manifestaciones oculares incluyen: ojo seco, conjuntivitis, uveítis, 
epiescleritis, escleritis, queratitis y eritema discoide lúpico sobre los párpados, que 
puede confundirse con blefaritis. el compromiso neuro-oftalmológico en pacien-
tes con lupus eritematoso sistémico puede darse como: neuritis óptica, neuropatía 
óptica isquémica, defectos campimétricos, oftalmoplejía internuclear, alteraciones 
de los nervios oculomotores, pseudotumor cerebral y alucinaciones visuales [12,19].

las alteraciones retinianas en las eas se deben principalmente a la vasculitis 
asociada a estas enfermedades del tejido conjuntivo [20, 21]. en la ar, la vasculitis 
se suele observar en pacientes con 10 o más años de evolución con enfermedad 
articular severa. las alteraciones retinianas incluyen edema macular, pseudoexuda-
dos cotonosos y desprendimiento de retina. en el les, las alteraciones retinianas 
incluyen: pseudoexudados cotonosos, hemorragias superficiales por complicaciones 
de púrpura trombocitopénica, oclusiones vasculares cuando se asocia el síndrome 
antifosfolípidos, y cambios de epitelio pigmentario por desprendimiento seroso de 
retina secundario a coroidopatía vasculítica.

toxicidad rEtiniana cloroquínica

la cloroquina y la hidroxicloroquina son compuestos aromáticos del grupo 4-ami-
noquinolina, substitutos sintéticos de la quinina. el quino sigue siendo la única 
fuente útil de quinina; se trata de un árbol originario de américa, perteneciente 
al género cinchona, de cuya corteza se extraen diversas sustancias, entre ellas 
quinina. la diferencia entre cloroquina y la hidroxicloroquina radica en que la se-
gunda se caracteriza por la b-hidroxilación de uno de los substitutos n-etil. estas 
drogas fueron utilizadas inicialmente como antimaláricos durante la segunda gue-
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rra mundial. en la actualidad, la cloroquina, y sobre todo la hidroxicloroquina, 
son útiles en el manejo de algunos casos de eas por sus propiedades antiin-
flamatorias, inmunomoduladoras e inhibidoras de la tendencia trombótica. Fue 
Payne quien usó por primera vez la quinina en 1894 para tratar el les, al notar 
que dosis altas de este fármaco inducían palidez cutánea. en la década de los 
cincuenta del siglo pasado, se popularizó el uso de los antimaláricos en enfer-
medades autoinmunes sistémicas. en 1959, Hobbs demostró que el tratamiento 
prolongado con estas drogas inducía toxicidad retiniana. Dado que la cloroquina 
altera la barrera hematorretiniana, la toxicidad de esta droga es mayor que la de 
la hidroxicloroquina [22]. se estima que la prevalencia de toxicidad por cloro-
quina en tomadores de antipalúdicos es del 0.1% - 0.5 %. este porcentaje sube 
al 1% tras 5 años de tratamiento.

las alteraciones retinianas inducidas por ambas drogas incluyen alteración de la 
membrana citoplasmática de las células ganglionares de la retina y procesos dege-
nerativos en el segmento externo de los fotorreceptores (conos y bastones), acú-
mulo de pigmento subretiniano (fosfolípidos) y disminución de la capa de fibras 
nerviosas del nervio óptico [23]. los signos y síntomas más tempranos de retino-
patía cloroquínica incluyen escotoma paracentral bilateral, despigmentación granu-
lar paracentral del epitelio pigmentario de la retina y alteraciones en la lectura [24]. 
con la exposición continua al fármaco, se produce la aparición progresiva de una 
maculopatía atrófica bilateral en diana (o en ojo de buey) que, en casos graves, se 
puede extender a todo el fondo de ojo, produciendo una atrofia retiniana genera-
lizada y una gran pérdida de agudeza visual [25]. Dada su afinidad por la melanina, 
los antipalúdicos se retienen y acumulan en el epitelio pigmentario de la retina. se 
ha sugerido que este hecho es el responsable de la retinopatía cloroquínica o de 
su progresión a pesar de la suspensión del tratamiento [26, 27].

ElEctrorrEtinografía multifocal

en la actualidad, se propone que la electrorretinografía multifocal (erGmf) puede 
aportar datos objetivos útiles para el diagnóstico temprano y seguimiento de las 
alteraciones retinianas de las eas y de la toxicidad que la cloroquina e hidroxi-
cloroquina causan en la retina [28]. la erGmf, desarrollada por sutter en 1992 
[29], mide la respuesta eléctrica local de la capa externa de la retina en distin-
tos puntos simultáneamente. los datos registrados se analizan mediante un sis-
tema informático que nos aporta una imagen topográfica de la actividad eléc-
trica de la retina [30]. el estimulo visual usado consiste en una pantalla con 61 
ó 103 elementos hexagonales que se alternan de blanco a negro (Fig. 1). la res-
puesta se recoge mediante un electrodo corneal, que obtiene una respuesta eléc-
trica para cada punto estimulado. la onda que se obtiene no es una represen-
tación directa de la actividad eléctrica retiniana, sino que el sistema informático 
realiza un análisis matemático de las respuestas eléctricas, dando como resul-
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Figura 1. arriba a la izquierda se muestra el estímulo utilizado y que consiste en 
una matriz de 61 hexágonos, que se alternan del blanco al negro de forma 
pseudorandomizada. la siguiente imagen muestra el ángulo visual que el 
estímulo subtiende en la retina. abajo en la tercera imagen se muestra un 
diagrama de los 61 hexágonos con el número de anillo al que pertene-
cen. los anillo se numeran del 1 al 5, desde el central al más periférico. a 
la derecha se muestra el promedio de las ondas n1 y P1 de cada anillo.

Figura 2. ERGmf normal. 
 en la izquierda se muestran los 61 trazados del registro y a la derecha la 

representación tridimensional de la densidad eléctrica.
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tado una onda con una primera deflexión negativa denominada n1, que se co-
rresponde principalmente con la respuesta de los fotorreceptores y una segunda 
positiva P1 producida por células bipolares. en sujetos normales la amplitud de 
las ondas registradas es mayor en la fóvea, y decrece conforme aumenta excen-
tricidad [31]. en el análisis de los datos, se establecen de manera estándar cinco 
anillos concéntricos, del 1, que es el central, al 5, que es el más externo (Fig.1). 
el programa informático obtiene un topograma con un mapa de ondas (n1-P1) 
de la retina y una representación tridimensional de la densidad eléctrica de las 
áreas retinianas estudiadas. (Fig. 2).

el objetivo del presente trabajo ha sido, en primer lugar, estudiar las caracte-
rísticas de los erGmfs de pacientes con eas tratados con hidroxicloroquina y, en 
segundo lugar, determinar los efectos de la enfermedad y/o del tratamiento en la 
actividad electrofisiológica de la retina de los mismos.

Sujetos y métodos

se han estudiado, como grupo control, las retinas de 9 personas sanas y las de 
19 pacientes con eas que están siendo tratados con hidroxicloroquina (tabla 1).

todos los pacientes han sido atendidos en el servicio de neurofisiología clínica 
del Hospital universitario san cecilio de Granada (Husc). el grupo control estuvo 
compuesto por 3 hombres y 6 mujeres, con una edad media de 45,2 de años y un 
rango de 29-72 años. en el grupo de pacientes todos fueron mujeres con un rango 
de 29-63 años y una edad media de 46,2 años, que no fue significativamente di-
ferente del grupo control (t-test; P=0.859). De los pacientes estudiados, 14 fueron 
diagnosticados de les, 3 de ci, 1 de síndrome de sjögren y 1 de ar. los pacien-
tes fueron diagnosticadas por facultativos del servicio de enfermedades sistémicas 
del Husc. todos los participantes en el estudio fueron previamente informados y 
dieron su conformidad para colaborar en el trabajo.

procEdimiEnto dE Ergmf

la evaluación de la retina mediante erGmf se realizó en el laboratorio de neuro-
ciencia visual y cognitiva del instituto de neurociencias de la universidad de Gra-
nada. se utilizó el equipo Diagnosys (Diagnosys llc, lowell Ma, usa) y se llevó 
a cabo siguiendo las recomendaciones de la international society for clinical elec-
trophysiology of vision [32].

los pacientes se sentaron a 33 cm de la pantalla de estimulación. el estímulo 
utilizado fue una matriz de 61 hexágonos que subtiende 60º en la retina. los fil-
tros utilizados fueron de 10 Hz y 100 Hz. los estímulos se proyectaron en un mo-
nitor lcD, con una secuencia m de 14 bits a 75 Hz. la cadencia de los estímulos 
está diseñada de manera que cada hexágono tiene aproximadamente un 50% de 



capítulo 18. ERGmf en pacientes de enfermedades autoinmunes sistemáticas…

encuentros en neurociencias, vol. iii 279

probabilidades de ser blanco o negro en cada pantalla. la luminancia de los hexá-
gonos blancos fue de 800 cd/ m2, la de los negros 0 cd/m2 y la del fondo fue de 
400 cd/m2. las señales eléctricas se obtuvieron mediante electrodos corneales de 
fibra Dtl (Diagnosys llc, lowell Ma, usa) y se amplificaron con una frecuencia 
de muestreo de 1.200 Hz. la respuesta correspondiente a cada región de la retina 
se obtuvo mediante un análisis kernel de orden 1 de la relación existente entre la 
fluctuación del campo eléctrico y los cambios de luminancia de cada hexágono. 
esta respuesta consiste principalmente en una onda bifásica con una deflexión ne-
gativa inicial denominada n1 (producida por la actividad de los fotorreceptores 
y células bipolares tipo off), seguida de un pico positivo denominado P1 (pro-

tabla 1. Datos de los pacientes. 

les = lupus eritematoso sistémico; ci = conectivopatía
indiferenciada; ar = artritis reumatoide

sexo / indicación del tiempo de Dosis
edad tratamiento con tratamiento acumulada

Paciente (a) hidroxicloroquina (años) (gramos)

1 M/29 les 11 803

2 M/58 les 8 584

3 M/50 les 8 365

4 M/59 les 5 377

5 M/43 les 4 292

6 M/45 les 4,2 304

7 M/22 ci 4 292

8 M/62 les 5 365

9 M/51 les 20 1460

10 M/63 les 7 448

11 M/35 les 6 420

12 M/63 ar 10 1825

13 M/38 les 16 803

14 M/49 les 5 389

15 M/31 ci 4 292

16 M/55 les 3 219

17 M/59 sjögren 5,5 401

18 M/23 ci 1 105

19 M/43 les 5 365
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ducida principalmente por las células bipolares tipo on). en los registros erGmf 
puede también identificarse un tercer componente que es una onda negativa de-
nominada n2. esta onda no se ha considerado en nuestro estudio. el análisis de 
los registros obtenidos se realizó agrupando las 61 respuestas en 5 anillos concén-
tricos, tal como se muestra en la figura 1. la onda que se obtiene en cada anillo 
es un promedio de las ondas correspondientes a los hexágonos que lo integran, 
salvo para el anillo 1, que corresponde a la respuesta del hexágono central. tanto 
en el grupo control como en el de pacientes, de cada anillo se midió la latencia 
(ms) de las ondas n1 y P1, así como la densidad eléctrica medida (nv/deg2). en la 
densidad eléctrica de los anillos, la amplitud de la onda P1 es el valor más deter-
minante de las distintas ondas que conforman el registro erGmf. Mediante el pa-
quete estadístico sPss se realizó un t-test no apareado.

Resultados

los erGmf obtenidos en todos los pacientes se caracterizaron por la presencia de 
ondas anormales de morfología polifásica y baja amplitud en la mayoría de las 61 
áreas retinianas analizadas. un ejemplo de erGmf con este tipo de alteraciones ob-
tenido en uno de los pacientes se muestra en la figura 3.

en comparación con el grupo control, los pacientes mostraron un ligero au-
mento, no significativo, de las amplitudes de las ondas n1 y P1 y un descenso sig-
nificativo (P < 0.001) de la densidad eléctrica en todos los anillos analizados (Fig. 4).

Figura 3. Registro ERGmf del ojo derecho de un paciente.
 en la izquierda se muestra el topograma de los 61 trazados y a la derecha 

la representación tridimensional de la densidad eléctrica.
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los cambios del erGmf observados en el grupo de pacientes se muestran en 
porcentaje respecto del grupo control en la figura 5. como puede observarse, el des-
censo de la densidad eléctrica varió entre el 39 % en el anillo 2 y el 30 % del anillo 
5. en cambio, como se muestra en la figura 5, los cocientes o ratios de densidad 
entre el anillo central y el resto fueron similares en ambos grupos experimentales.

el análisis individualizado de los 19 pacientes mostró que, en función del por-
centaje de disminución de la densidad eléctrica de los distintos anillos, los pacien-
tes se pueden clasificar en tres grupos (Fig. 6).

el primer grupo, formado por 12 pacientes, se caracteriza por una disminución 
similar en los cinco anillos y que denominamos patrón generalizado. el segundo, 
formado por 4 pacientes, muestra una disminución mayor en los anillos 1 y 2 (pa-
trón central) y el tercero, de 3 pacientes, presenta una mayor disminución en los 
anillos 4 y 5 (patrón periférico).

Figura 4. Medias de las latencias N1 (Izquierda) y P1 (centro) y de la densidad
 eléctrica (derecha) de los cinco anillos (A1-A5) obtenidas en el grupo control 
 y en el de pacientes.
 **P<0.001 vs control. Para facilitar la claridad de la figura no se han mos-

trado los errores estándar de las medias.
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Figura 5. A la izquierda se muestra el porcentaje de cambio en los parámetros 
del ERGmf (latencias N1, P1 y densidad eléctrica) de los pacientes en com-
paración con el grupo control. Cada barra representa la media de los va-
lores obtenidos. 

 **P<0.001 vs control. a la derecha se muestran las medias de los ratios ob-
tenidos correspondientes a los grupos control y de pacientes.

Figura 6. Patrones de disminución de densidad obtenidos. Generalizado (izquierda), 
 central (centro) y periférico (derecha).
 cada barra representa la media de los valores obtenidos. *P<0.01 vs con-

trol. **P<0.001 vs control.
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Discusión

el erGmf mide la actividad eléctrica de la retina de manera focalizada, lo que per-
mite detectar defectos en su función no muy extensos y difíciles de valorar con 
otras técnicas neurofisiológicas [29-32]. los resultados obtenidos muestran que los 
pacientes con eas presentan erGmfs con latencias aumentadas y disminución en 
la amplitud de las ondas n1 y P1. estos resultados coinciden con lo descrito pre-
viamente por lai et al. [33] y Maturi et al. [34]. no obstante, y a diferencia de 
estos dos estudios, en la mayoría de nuestros pacientes las ondas registradas pre-
sentan una morfología polifásica.

en el análisis por anillos, el grupo de pacientes, comparado con el control, mos-
tró un descenso estadísticamente significativo de la densidad eléctrica en los cinco 
anillos analizados. este descenso fue similar en los diferentes anillos. Por ello, los 
cocientes (ratios) entre el anillo central y los restantes fueron similares en ambos 
grupos experimentales. no obstante, en función del porcentaje de disminución por 
anillo de la densidad eléctrica, nuestros pacientes se pueden clasificar en tres tipos 
de patrones de pérdida de densidad. el primer tipo se caracteriza por una dismi-
nución similar en todos los anillos y que hemos denominado como patrón gene-
ralizado (pacientes 1, 2, 4, 8, 9, 11, 12, 13, 14, 15, 16 y 17). el segundo tipo pre-
senta una disminución predominante en los anillos 1 y 2, denominado como patrón 
central (pacientes 3, 5. 18 y 19). Por último, un tercer tipo donde la disminución 
afecta principalmente a anillos 4 y 5 y que denominamos como patrón periférico 
(pacientes 6, 7 y 10). no existe relación entre el tipo de enfermedad autoinmune 
y el patrón de pérdida mostrado por el erGmf, ya que los tres tipos de patrones 
se observaron en los 14 casos de les y en las 3 ci estudiados. en cambio, y como 
se muestra en la figura 7, el grupo con patrón generalizado tiene una media de 

Figura 7. Duración del tratamiento (Izquierda) y dosis acumulada (derecha) de hi-
droxicloroquina de los pacientes con patrón generalizado, central y periférico.

 cada barra representa la media de los valores obtenidos.
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años de tratamiento (8,2) y gramos (661,5) de dosis acumulada de hidroxicloro-
quina superior a la del grupo con patrón central (4,5 años y 281,8 gramos) o pe-
riférico (5 años y 348 gramos). no obstante, y debido a la dispersión de los datos, 
estas diferencias no son significativas.

en un grupo de 12 pacientes con eas tratados con hidroxicloroquina, lai et 
al. [33] han mostrado un descenso significativo de las densidades eléctricas del 
17 % en los anillos 1 y 2, mientras que en el resto de anillos el descenso fue del 
7%. Por otro lado, Moshos et al. [35], en un grupo de 20 pacientes de caracterís-
ticas similares, han mostrado un descenso de la densidad eléctrica del 30% en el 
anillo 2 y en cuatro de los pacientes un descenso del 53% en el anillo 1. recien-
temente, raster et al. [36], en un grupo de 24 pacientes, con eas tratados con 
hidroxicloroquina, brasileños de origen no caucásico han mostrado un descenso 
significativo del 17% de la densidad eléctrica sólo en el anillo 2. en el presente 
trabajo, de los 19 pacientes estudiados, solo cuatro mostraron una disminución 
predominante de la densidad eléctrica en la retina central (anillos 1 y 2), similar 
a los mostrados por otros autores [33, 35, 36], mientras que la mayoría, 12 pa-
cientes, mostraron un patrón generalizado con descensos similares en todos los 
anillos. esta diferencia puede deberse a la duración del tratamiento y/o a la dosis 
acumulada de la hidroxicloroquina. así, en los tres estudios previos la media de 
los años de tratamiento tuvo un rango de 3-4 años y la dosis acumulada de 302-
323 gramos, inferior a los valores que presentan los pacientes con patrón genera-
lizado (8 años de tratamiento y 661 gramos de dosis acumulada). es interesante 
destacar que en el grupo con patrón central, la media de los años de tratamiento 
(4,5 años) y de la dosis acumulada (281,8 gramos) es similar a la mostrada por 
los estudios mencionados.

en 50 pacientes con eas, sin patología retiniana asociada y tratados con dosis 
acumuladas de hidroxicloroquina elevadas (entre 500 y 2500 gramos), lyons y se-
verns [37] han mostrado que esta droga induce de manera característica (62% de 
los pacientes) un descenso de la densidad eléctrica en el anillo 2, que han de-
nominado como patrón de pérdida pericentral y que coincide parcialmente con 
los mostrados por los estudios precedentes [33, 35, 36]. el resto de los pacientes 
mostraron un patrón generalizado (22%), periférico (11%) y por último el central 
(5%) con afectación solo del anillo 1. en conjunto, estos datos sugieren que la hi-
droxicloroquina induce una alteración del erGmf que afecta de manera caracterís-
tica a la región pericentral (anillo 2) de la retina. a diferencia de estudios previos 
[33, 35, 36, 37] que muestran una disminución de la densidad limitada a las áreas 
central (anillo 1) y/o pericentral (anillo 2) de la retina, y que la atribuyen princi-
palmente a un efecto de la hidroxicloroquina, la mayoría de nuestros pacientes 
(63%) presentaron un patrón de pérdida generalizado, con disminución de den-
sidad similar en los cinco anillos. esta diferencia en los patrones de pérdida del 
erGmf puede deberse al tipo de pacientes incluidos en los estudios, más que a 
las dosis acumuladas de hidroxicloroquina. en el caso de los estudios precedentes 
[33, 35, 36, 37] los pacientes, de manera mayoritaria, no tenían sintomatología vi-
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sual, mientras que en nuestro caso la mayoría de los pacientes sí la presentaron. 
en la mayoría de los casos las alteraciones visuales consistieron en pérdida de la 
agudeza visual y alteración del test de los colores. Mediante diferentes pruebas 
electrofisiológicas como el electrorretinograma Ganzfeld o los potenciales evoca-
dos visuales se pudo determinar que el 58 % de los pacientes estudiados presen-
taba retinopatía externa, un 16 % neuropatía óptica, tanto axonal como desmie-
linizante, y un 26 % otras patologías.

el predominio del patrón generalizado, sugiere que las alteraciones del erGmf 
encontradas se deben principalmente a los efectos de las enfermedades autoin-
munes sobre la retina. en apoyo de esta interpretación cabe indicar que una pa-
ciente, diagnosticada de les y no tratada con hidroxicloroquina, presentó un pa-
trón generalizado en el registro del erGmf. no obstante, no se puede descartar 
que, en algunos de los pacientes, las alteraciones del erGmf estén también pro-
ducidas por la hidroxicloroquina, especialmente en aquellos pacientes con trata-
mientos prolongados.
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capítulo 19

Tratamiento de la espasticidad 
en la parálisis cerebral infantil

ibáñez-Martínez S, Rodríguez-Ferrer JM.

Resumen

la parálisis cerebral infantil (Pci) refiere un grupo de síndromes neurológicos no 
progresivos que cursan con deterioro de la postura y el movimiento, ocasionados 
por una alteración en el desarrollo del sistema nervioso central, que puede ocurrir 
intraútero, durante el parto o en los dos primeros años de vida. la Pci afecta espe-
cialmente a los sistemas centrales motores. en su cuadro clínico resalta de manera 
especial la espasticidad, que es un tipo de hipertonía inducida de manera refleja.
el tratamiento de la espasticidad, es clave en el manejo de los pacientes con Pci 
ya que condiciona de manera determinante la aplicación de técnicas de rehabili-
tación motora. en la Pci el tratamiento más utilizado en los últimos 10 años es 
la inyección de toxina botulínica tipo a (tBa). el tratamiento con tBa siempre 
debe ser seguido de un tratamiento fisioterápico, de los que el denominado tra-
tamiento del neurodesarrollo muestra los mejores resultados. en algunos casos el 
tratamiento implica farmacología asociada, especialmente las bombas de baclofeno.

palabras clave: Espasticidad, fisioterapia, parálisis cerebral infantil, toxina botulí-
nica, TBA.

Parálisis cerebral infantil

la parálisis cerebral infantil (Pci) es el término empleado para definir un grupo de 
síndromes no progresivos que cursan con deterioro de la postura y el movimiento, 
ocasionados por una alteración en el desarrollo del sistema nervioso central, en es-
pecial a parte de sus componentes motores (Fig. 1), que puede ocurrir intraútero, 
durante el parto o en los dos primeros años de vida. [38]. la Pci es la causa más 
común de discapacidad física en la infancia, con una prevalencia de 2,4 por cada 
1.000 niños de 3 a 10 años [33]. la Pci altera gravemente las actividades funcio-
nales de los pacientes afectando su calidad de vida y la de sus cuidadores, por 
lo que representa además un importante problema social. se ha estimado que en 
2002 el coste de los cuidados de estos pacientes en estados unidos fue de 8.200 
millones de dólares [27]. en la Pci, la limitación de la marcha es el problema más 
común y afecta sobre todo a la velocidad y la resistencia de la misma [31]. ade-
más, están disminuidas la longitud del paso y la cadencia junto a otras anormali-
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dades en el control muscular. la marcha es importante en el desarrollo óseo y en 
la resistencia cardiopulmonar y permite una mayor adaptación a actividades de la 
vida diaria e integración social. Por ello, la rehabilitación y el entrenamiento de la 
locomoción es el objetivo funcional común en la terapia de estos niños.

Espasticidad

la hipertonía muscular es una patología frecuente en muchas enfermedades neu-
rológicas. la Pci presenta un tipo de hipertonía inducida de manera refleja y 
que se denomina espasticidad. este término hace referencia a un cuadro clínico 
que se caracteriza por: 1) hipertonía muscular, 2) resistencia creciente al despla-
zamiento pasivo de una extremidad alrededor de una articulación con fenóme-
nos en «navaja de muelle» y «clonus» y 3) reflejos tendinosos hiperexcitables 
[11]. la espasticidad forma parte del síndrome de motoneurona superior [29, 
32]. este síndrome se caracteriza por la presencia de fenómenos clínicos positi-
vos (hiperreflexia, clonías, espasticidad) y negativos (parálisis, pérdida de control 
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 cs: haz corticoespinal.
 rs: haces retículoespinales.
 vs: haces vestíbuloespinales.
 rbs: haz rubroespinal.

 
 
Figura 1. Componentes centrales del sistema motor. CS: haz córticoespinal, 
RS: haces retículoespinales, VS: haces vestíbuloespinales, RbS: haz 
rubroespinal

Figura 1. Componentes centrales del sistema motor. CS: haz córticoespinal, 
RS: haces retículoespinales, VS: haces vestíbuloespinales, RbS: haz 
rubroespinal

 
 
 
Figura 2. Actividad cortical sobre las dos formaciones reticulares y de éstas sobre 
la musculatura. (+) activación, (-) inhibición
Figura 2. Actividad cortical sobre las dos formaciones reticulares y de éstas sobre 
la musculatura. (+) activación, (-) inhibición



capítulo 19. Tratamiento de la espasticidad en la parálisis cerebral infanti

encuentros en neurociencias, vol. iii 291

motor). en el ámbito clínico se tiende a considerar la espasticidad como el con-
junto de todos los síntomas positivos del síndrome de la motoneurona superior 
[5]. en los pacientes con cPi espásticos se observa además la presencia de refle-
jos de liberación piramidal y/o automatismo medular, así como un predominio 
en músculos antigravitatorios.

la espasticidad se debe a la hiperactividad del sistema de motoneuronas gamma, 
que controla la excitabilidad del huso muscular y por lo tanto el tono muscular 
[24]. en el tronco del encéfalo, la formación reticular póntico-mesencefálica o pon-
tina tiene una acción excitadora sobre las motoneuronas gamma, mientras que la 
formación reticular bulbar tiene una actividad inhibidora (Figura 2). estructuras mo-
toras superiores, como la corteza motora, inhiben a la formación reticular pontina 
y activan a la formación reticular bulbar. cuando la actividad cortical motora está 
impedida, bien por lesión de la propia corteza o de la vía piramidal, la actividad de 
ambas formaciones reticulares se ven liberadas y sobre las motoneuronas gamma 
predomina la acción excitadora de la formación reticular pontina, especialmente 
las correspondientes a la musculatura extensora. esta sobreactivación de las moto-
neuronas gamma aumenta la actividad de los husos musculares y mediante las fi-
bras ia excitan a las motoneuronas alfa y producen la contracción de los múscu-
los correspondientes. cambios en la actividad neural de base de las motoneruonas 

Figura 2. Actividad cortical sobre las dos formaciones reticulares y de éstas sobre 
la musculatura.
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Figura 3. Fases evolutivas de la espasticidad en la PCIFigura 3. Fases evolutivas de la espasticidad en la PCI

 

alfa y en las aferencias que provienen de las interneuronas pueden también influir 
en la fisiopatología de la espasticidad [22]. la espasticidad se observa en el 70%-
80% de los niños con parálisis cerebral. en españa se estima que la espasticidad 
afecta a 70.000-80.000 nacidos vivos con Pci, con una prevalencia de 2/1.000 [20].

en la Pci, la espasticidad conlleva problemas asociados como el desarrollo de 
posturas anómalas, dolor, alteraciones estéticas y de higiene. además, puede llegar 
a ser incapacitante debido a la fatiga asociada, las caídas y su repercusión en la 
vida diaria [8]. no obstante, en la mayoría de los casos los músculos tienen toni-
cidad necesaria para la bipedestación, los cambios posturales y la marcha [41]. la 
evolución natural de la espasticidad es hacia la cronicidad y en ella se producen 
fibrosis musculares y de las estructuras adyacentes, con la consecuencia de que la 
contractura se hace fija y aparecen retracciones y deformidades osteoarticulares.

fasEs Evolutivas dE la Espasticidad
En la parálisis cErEbral

en la evolución de la espasticidad en la Pci se describen cuatro fases bien defini-
das, que van a determinar el tratamiento (Fig. 3). la primera fase, llamada de es-
pasticidad, se caracteriza principalmente por el aumento del tono muscular debido, 

Figura 1. Fases evolutivas de la espasticidad en la PCI
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como se ha comentado anteriormente, a la hiperexcitabilidad de los musculares 
de estiramiento. en la segunda fase, o de actitud viciosa, se observa un desequili-
brio muscular por predominio de la espasticidad en determinados grupos muscu-
lares, siendo clásico el predominio de los flexores plantares y varizantes del pie, de 
los aductores y flexores en la cadera y de los flexores de codo, muñeca y dedos 
en la extremidad superior [41]. la tercera fase o de retracción muscular se carac-
teriza por la persistencia de esta actitud viciosa. se produce un crecimiento desi-
gual entre grupos musculares agonistas y antagonistas que conduce a la estructu-
ración de esta actitud, por la falta de acomodación del sarcómero, que es incapaz 
de conseguir el crecimiento muscular normal. se entiende como retracción mus-
cular la resistencia opuesta por el músculo a la movilización cuando no está en 
contracción [23]. la cuarta fase o de deformidades osteoarticulares, en el caso de 
niños en fase de crecimiento, consecutivamente a todas las fases anteriores, se mo-
difican las presiones y los estímulos de tracción del cartílago de crecimiento. según 
la clásica, y todavía vigente, ley de Delpech [37], ello da lugar a deformidades os-
teoarticulares, que conllevan el fracaso del tratamiento de la espasticidad en las 
fases anteriores [16, 30].

Para valorar y cuantificar la espasticidad se utilizan métodos clínicos, biomecáni-
cos y neurofisiológicos y como valoración del estado motor de los pacientes se uti-
liza el sistema de clasificación de la función motora general, o Gross Motor Function 
Classification System (GMFcs) en inglés. la GMFcs utiliza cinco niveles (i-v) basa-
dos en el movimiento auto-iniciado por el paciente con énfasis en la sedestación 
(control del tronco), las transferencias y la movilidad. en el nivel i el niño camina 
sin restricciones, en el nivel ii camina con limitaciones. en el nivel iii camina utili-
zando un dispositivo manual auxiliar de la marcha. Para considerarse el nivel iv el 
niño tiene que tener una automovilidad limitada y es posible que utilice movili-
dad motorizada. en el nivel v es transportado en silla de ruedas [34]. Para definir 
el sistema de clasificación de cinco niveles, el principal criterio es que la diferencia 
entre cada uno de estos niveles sea significativo para la vida diaria. estas diferen-
cias se basan en las limitaciones funcionales, la necesidad de uso de dispositivos 
auxiliares de la marcha (muletas, bastones, andadores) o de movilidad sobre rue-
das (sillas de ruedas manuales o eléctricas, autopropulsadas o no) más que en la 
calidad del movimiento. las diferencias entre los niveles i y ii no son tan marcadas 
como entre los otros niveles, particularmente para los niños menores de 2 años.

Tratamiento de la espasticidad en la PCI

tratamiEnto con toxina botulínica

el tratamiento más utilizado en la actualidad es la inyección de toxina botulínica. 
esta toxina actúa bloqueando la liberación de acetilcolina en la unión neuromus-
cular y produce, por tanto, una denervación química transitoria y la relajación de 
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la musculatura afectada [21,45]. Dado que también inhibe la liberación periférica 
de neurotransmisores nociceptivos, tiene además una acción analgésica. De los 
siete serotipos existentes, el serotipo a es el más conocido y utilizado [10,15,42]. 
el efecto se inicia progresivamente a los 2 o 3 días, hasta alcanzar su máximo al 
mes. Mantiene su duración hasta los 3- 4 meses. el grado y duración de la rela-
jación muscular obtenida es dependiente de la dosis. la tBa está formada por 
dos cadenas, una ligera y una pesada ligadas por un puente disulfuro [7]. la ca-
dena pesada actúa mediante su unión a receptores específicos en la membrana 
presináptica de la neurona colinérgica. una vez ligada, la tBa penetra en la neu-
rona mediante endosomas, donde la cadena ligera se libera para poder así acce-
der al citosol y llevar a cabo su actividad enzimática. la cadena ligera desaco-
pla el mecanismo de liberación de acetilcolina al fragmentar la proteína snaP-25 
que sirve de ‘punto de atraque’ a la vesícula de acetilcolina [14]. sin ella, la ve-
sícula no puede fusionarse con la membrana presináptica ni liberar su carga. Fi-
siológicamente, la tBa produce una denervación y, en consecuencia, una atrofia 
muscular sin causar fibrosis [13]. no obstante, con el paso del tiempo el axón se 
regenera y emite nuevas prolongaciones que vuelven a inervar la fibra muscular. 
Finalmente, la actividad vesicular se reinstaura en las terminales nerviosas origina-
les, las nuevas prolongaciones desaparecen y la placa neuromuscular original re-
cupera su funcionalidad.

en una revisión realizada por la oficina canadiense de coordinación para la 
evaluación de tecnologías para la salud, se concluyó que el tratamiento con tBa 
disminuye el tono muscular en pacientes con ictus, parálisis cerebral y esclero-
sis múltiple [19]. además, la tBa incrementa el rango articular y mejora la mar-
cha y la funcionalidad [17]. el subcomité de evaluación de las tecnologías y las 
terapias de la academia americana de neurología recomendó la tBa en el tra-
tamiento del tono y la función pasiva en la espasticidad del adulto y del niño, 
tanto en miembros inferiores como superiores [39]. los resultados de la tBa se 
ven influidos por varios factores, algunos de ellos unidos a la propia técnica de 
infiltración, a la selección y localización del músculo, a cambios estructurales en 
el músculo y, en raras ocasiones, al desarrollo de anticuerpos contra la tBa. la 
tBa proporciona resultados favorables si los factores anteriormente mencionados 
han sido positivos. así, niños con una GMFcs de v, (niños que van en sillas de 
ruedas) o de iv (que tienen una automovilidad limitada) obtienen unos resulta-
dos de gran mejora tras la inyección de tBa y que en la escala GMFcs se refleja 
por el paso a un nivel inferior.

 en niños, la dosis utilizada habitualmente es de 1-4 u/kg, en función del 
grado de espasticidad y del tamaño del músculo a tratar. se ha comprobado que 
la dilución mejora los resultados obtenidos con tBa. se recomienda aumentar 
la dilución al incrementarse el tamaño del músculo. las diluciones más usadas 
son en 1,2 o 4 ml de suero fisiológico [3]. la inyección de tBa es bien tole-
rada y segura. comparada con un placebo, la toxina mejora la espasticidad [28]. 
las técnicas de localización del músculo a infiltrar son importantes ya que es 
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recomendable que la inyección se realice lo más cerca posible de la placa mo-
tora. las técnicas más comunes son: 1) la palpación y localización anatómica, 
2) la electromiografía, que se utiliza cuando se requiere la localización de mús-
culos pequeños o profundos, 3) la electroestimulación, aconsejable también para 
músculos pequeños y profundos y 4) la ecografía [3,44]. el control del paciente 
debe realizarse de forma sistematizada. se recomienda una valoración a las 2-3 
semanas de la aplicación de la tBa y posteriores controles cada 2-3 meses. el 
efecto de la terapia con tBa se observa a las 8-12 semanas [4,9,26]. la tBa pre-
senta unas contraindicaciones absolutas y relativas. las absolutas son alergia al 
medicamento, infección sistémica o en el sitio de inyección, embarazo y lactan-
cia. las relativas son la existencia de patología neuromuscular asociada, una coa-
gulopatía absoluta y el uso de aminoglucósidos. las limitaciones al uso de la 
toxina en el tratamiento de la espasticidad son la inestabilidad médica del pa-
ciente, no tener asegurado un programa de rehabilitación integral, posterior a la 
aplicación, la presencia de contracturas fijas, falta de cooperación del paciente, 
la presencia de anticuerpos antitoxina botulínica y el uso de anticoagulantes. 
en una revisión de 19 estudios se muestra la eficacia de la tBa respecto al ali-
vio del dolor, la comodidad del niño, mejora de la atención debido al alivio de 
dolor y en las habilidades motoras de estos niños con parálisis cerebral en nive-
les GMFcs iv y v [35].

tratamiEnto fisiotErápico y rEhabilitador

el tratamiento fisioterápico y rehabilitador es fundamental en el abordaje de la es-
pasticidad tanto focal como generalizada, desde su inicio y durante todas las eta-
pas evolutivas y acompaña siempre al tratamiento con tBa [3]. De hecho hay es-
tudios que muestran que en caso de no acompañar a la inyección de tBa, esta 
puede no dar resultado [1]. las técnicas de fisioterapia más usadas son criotera-
pia en la musculatura espástica, estiramientos de dicha musculatura, trabajo de la 
musculatura antagonista, movilizaciones articulares, electroestimulación, trabajo de 
la musculatura cervical y del tronco, tratamiento postural encefálico, del tronco y 
extremidades superiores, técnicas de facilitación neuromuscular, de neurorrehabi-
litación, reeducación del equilibrio y propiocepción, reeducación del patrón de la 
marcha y terapia ocupacional. en el tratamiento rehabilitador también se usan fé-
rulas, órtesis, adaptaciones, yesos, ayudas técnicas y adaptaciones en el domicilio 
[20]. las sesiones de tratamiento fisioterápico en el niño a diferencia del adulto son 
diarias tras los dos primeros meses tras la aplicación de la tBa; en días alternos el 
tercer y cuarto mes y posteriormente dos días a la semana de forma continuada. 
Dichas sesiones de fisioterapia son más eficaces si se realizan de forma individuali-
zada para cada niño. en el tratamiento fisioterápico tras la administración de tBa 
la educación de la fuerza de los músculos inyectados es especialmente adecuada 
para la reducción de la espasticidad. [43].
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Frente a los métodos fisioterápicos clásicos o convencionales que utilizan téc-
nicas como el estiramiento muscular, estiramiento manual y masaje, se viene de-
sarrollando en los últimos años una nueva aproximación metodológica donde se 
utilizan estrategias más complejas de aprendizaje motor basado en teorías del tra-
tamiento del neurodesarrollo (nDt). la nDt es una aproximación multidisciplinar 
que contempla los aspectos de evaluación, tratamiento y manejo de los pacientes 
con cPi [36]. la nDt se centra en cambios sensorio-motores, de percepción y cog-
nitivos, así como sobre el tono muscular y los patrones de movimiento resultan-
tes de una lesión del sistema nervioso central. uno de los aspectos más distintivos 
de la nDt es la aplicación de técnicas de estiramiento activo de los músculos con 
objeto de centrar la acción terapéutica en el desarrollo motor y de las funciones 
sensorio-motoras y cognitivas. en un estudio reciente, se ha mostrado un mejor 
resultado de la nDt frente a la fisioterapia clásica [12]. el estudio se llevó a cabo 
en 76 niños, con edades comprendidas entre 4 y 18 años y con una media de 7 
años y 7 meses. todos los niños recibieron inyecciones de tBa en 2-5 músculos 
(gastronemio, psoas, isquiotibiales, adductores, sóleo y/o tibial posterior) 4 meses 
antes de la intervención fisioterápica. a la mitad de los niños se aplicó la nDt y 
a la otra mitad fisioterapia convencional. los resultados mostraron de manera sig-
nificativa mejores valores en la escala GMFcs en el grupo de nDt.

la estimulación eléctrica funcional (Fes) es una técnica fisioterápica que tam-
bién se utiliza en combinación con la tBa en niños con Pci, especialmente con 
afectación de las extremidades inferiores [20]. Mediante electrodos se superficie, 
se aplican corrientes eléctricas programadas en fases mientras que los pacientes se 
someten a un entrenamiento de la marcha asistida en el lado afectado. el entrena-
miento consiste en caminar descalzo en una pasarela de 6 m instrumentada con 
3 placas de fuerza. tras diversas sesiones, habitualmente dos series de diez ensa-
yos, se evalúa el ángulo de tobillo durante el ciclo de paso. un cambio hacia la 
flexión dorsal del tobillo, indicado por un ángulo de tobillo positivo, al final de la 
fase de oscilación después de la terapia con tBa o Fes o su combinación ayuda a 
determinar su efecto positivo sobre el patrón de marcha. recientes estudios [18] 
han mostrado los efectos positivos de la combinación de la terapias tBa y Fes 
en niños con parálisis cerebral en equinos dinámicos, tales como: mejor posiciona-
miento previo de pie en el contacto inicial, aumento general en el ángulo de to-
billo en el extremo de la fase de oscilación, mejor patrón de contacto del pie y 
aumento en la frecuencia de choque del talón. así como reducción del dolor y 
mantenimiento de la integridad de la cadera.  

tratamiEnto farmacológico

en determinados casos, el tratamiento farmacológico acompaña a la inyección 
de tBa y al fisioterápico y rehabilitador. son tratamientos complementarios que 
tienden a reducir los espasmos musculares [6]. se utilizan: baclofeno, diazepam, 
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dantroleno, tizanidina, clonidina, clorpromazina, fenitoína y carbamazepina. De 
estos fármacos, el baclofeno es el más utilizado en el tratamiento de la espas-
ticidad en la Pci. el baclofeno es un agonista del ácido gammaminobutrírico 
(GaBa) y también interfiere en la liberación de neurotransmisores excitatorios. 
la dosis inicial es de 5 mg tres veces al día, incrementándose en 5 mg cada tres 
días hasta alcanzar una dosis máxima de 80 mg al día en varias dosis [10]. los 
efectos adversos consisten en alteraciones del ánimo, alucinaciones, síntomas gas-
trointestinales, hipotensión, alteraciones de la acomodación y de la función ocu-
lomotora y deterioro del control de las crisis comiciales. Debe administrarse con 
precaución si existen trastornos renales y evitar la retirada del fármaco. en estu-
dios recientes, el baclofeno se ha administrado mediante una bomba paraespinal 
subfascial intratecal con excelentes resultados a corto plazo. [2]. el diazepam fa-
cilita la inhibición pre y postsináptica mediada por GaBa. la dosis inicial es de 
2 mg dos veces al día, incrementándose lentamente hasta un máximo de 60 mg 
al día en varias dosis. el dantroleno interfiere en el acoplamiento excitación-con-
tracción mediante la disminución de la liberación de calcio en el retículo sarco-
plásmico. se comienza con una dosis de 25 mg al día y se incrementa en 25 mg 
cada 3-4 días hasta una dosis máxima de 100 mg al día. [10]. la tizanidina, que 
se une a los receptores adrenérgicos, reduce el flujo simpático inhibiendo los im-
pulsos aferentes hacia el arco reflejo medular. inhibe por lo tanto la excitación 
en la médula y a nivel supraespinal. se comienza con 2 mg dos veces al día y 
aumentando hasta 8 mg tres veces al día. suele tolerarse bien, pero puede cau-
sar fatiga o sedación [10]. la clonidina tiene efectos similares a la tizanidina y la 
dosis es de 0,2 a 1 mg al día. la clorpromazina causa bloqueo adrenérgico y se 
ha utilizado para reducir la espasticidad. aunque la sedación y el riesgo de dis-
cinesia tardía han limitado su uso. la pauta de dosis es 25-75 mg al día. la feni-
toína (100-400 mg al día) y la carbamazepina (600-1.200 mg al día) actúan sobre 
el aferente del huso muscular disminuyendo las descargas espontáneas y las des-
encadenadas por el estiramiento [10].

Conclusiones

el tratamiento de la espasticidad en la Pci más utilizado en los últimos 10 años 
es la inyección de toxina botulínica tipo a. el tratamiento con tBa siempre debe 
ser seguido de un tratamiento fisioterápico. De los diversos tratamientos fisiote-
rápicos utilizados el nDt parece mostrar mejores resultados. en algunos casos, el 
tratamiento implica farmacología asociada, en especial las bombas de baclofeno. 
Finalmente, el tratamiento de la espasticidad en niños con Pci debe hacerse de 
manera multidisciplinar y con la aplicación de al menos dos de las estrategias te-
rapéuticas comentadas.
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Esta publicación recoge las ponencias presentadas por jóvenes in-
vestigadores durante la celebración de las V Jornadas Científicas, or-
ganizadas en marzo de 2014 por el Instituto de Neurociencias «Fe-
derico Olóriz» de la Universidad de Granada.

Estos encuentros bianuales, que se inician en el año 2006, respon-
den al compromiso del Instituto de Neurociencias con la formación 
investigadora de sus miembros más jóvenes (becarios y contrata-
dos) así como en la difusión del trabajo que desarrollan los distin-
tos grupos de investigación adscritos al mismo. La valiosa colabo-
ración establecida entre el Instituto de Neurociencias y el Parque 
de las Ciencias de Granada, ha permitido que se realicen nuestros 
simposios en sus aulas, coincidiendo con la celebración de la Se-
mana Mundial del Cerebro.

Nuestro agradecimiento a la dirección del Instituto de Neuro-
ciencias y a los coautores que participan en este libro. Su inestima-
ble ayuda ha hecho posible continuar la publicación periódica de 
los trabajos de investigación que se presentan y discuten en este 
foro. Confiando en que futuros resultados de la investigación que 
produce el Instituto seguirá esta tradición, parece pertinente que 
sea «Encuentros en Neurociencias» el título de esta serie de libros.
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