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Resumen

La sensibilidad al dolor vy el riesgo a sufrir dolor crénico representan fendmenos complejos de
naturaleza multidimensional, con una importante variabilidad interindividual. El objetivo de
esta tesis doctoral se centré en explorar los factores genéticos y psicosociales implicados en la
modulacién del dolor y el riesgo a sufrir dolor crénico mediante seis estudios. Los dos primeros
exploraron el efecto de factores genéticos y de la edad de inicio de la menopausia en la
sensibilidad al dolor en pacientes con fibromialgia en comparacién con voluntarias sanas. El
primer estudio revelé un incremento de la frecuencia de alelos asociados a una reducida
actividad de la enzima COMT en pacientes con sindrome de fibromialgia, junto con una
elevada sensibilidad al dolor en estos grupos. El segundo estudio mostrd que las pacientes con
fibromialgia presentaron una edad de inicio de la menopausia mas temprana que las controles.
Asimismo, se encontré que las pacientes con menopausia temprana mostraban mayor
sensibilidad al dolor que las pacientes con aparicion tardia de la menopausia. Los dos
siguientes estudios examinaron el papel de factores genéticos en la actividad metabdlica
cerebral asociada al dolor y a la respuesta de analgesia por placebo y en una tarea de
funciones ejecutivas. El tercer estudio revel6 que el alelo met66 del polimorfismo Val66Met en
el gen BDNF se asociaba a un fenotipo de vulnerabilidad, resistencia a la analgesia por placebo,
incrementos en la actividad dopaminérgica durante el procesamiento de dolor y reducciones
durante la condicién placebo. Asimismo, se observé que estos efectos eran dependientes del
género del sujeto, con una mayor exacerbacién en mujeres y con efectos nulos en hombres. El
cuarto estudio mostré aumentos en la actividad del sistema opioide asociados a la respuesta
de analgesia por placebo en portadores del alelo C del polimorfismo funcional C385A del gen
FAAH. Por otro lado, no se encontraron diferencias significativas debidas a este polimorfismo
en la respuesta al dolor en ausencia de placebo, ni en la activacién del sistema dopaminérgico.
Finalmente, los dos ultimos estudios exploraron la modulacién social analizando cambios en la
actividad eléctrica cerebral como consecuencia de la observacién de dolor y tacto en otros. El
quinto estudio mostré diferencias en los potenciales evocados visuales en funcién de la
percepcion de expresiones faciales de dolor y enfado. El sexto estudio reveld que la
observacién de experiencias somatosensoriales dolorosas y no dolorosas en otras personas
modulaba la amplitud de los potenciales somatosensoriales. Todos estos datos subrayan la
naturaleza multidimensional de la respuesta al dolor y resaltan el papel de los factores

genéticos y psicosociales en la persistencia del dolor a lo largo del tiempo.
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Abstract

Pain sensitivity and risk for chronic pain constitute complex multidimensional phenomena that
vary significantly among individuals. The objective of the present Doctoral Thesis was focused
on exploring genetic and psychosocial factors involved in the modulation of pain and chronic
pain risk throughout six studies. The first two studies explored the effect of genetic factors and
age-of-onset of menopause on pain sensitivity in fibromyalgia patients as compared to healthy
volunteers. The first study showed an increased frequency of alleles associated with a reduced
activity of COMT enzyme in patients with fibromyalgia syndrome, coupled with high sensitivity
to pain in these groups. The second study showed that patients with fibromyalgia had an age-
of-onset of menopause earlier than controls. We also found that patients with early
menopause showed higher pain sensitivity than patients with late age-of-onset of menopause.
The next two studies explored brain metabolic activity in response to pain and placebo
analgesia and during an executive function task. The third study revealed that met66 allele of
the Val66Met polymorphism in the BDNF gene was associated with a phenotype of
vulnerability, strength, placebo analgesia, increases in dopaminergic activity during the
processing of pain and reductions during the placebo condition. It was also noted that these
effects were dependent on gender, being exacerbated in women as compared to men. The
fourth study showed increases in placebo analgesia and in placebo-induced opioid activity in
the C385 allele of the functional polymorphism C385A of the FAAH gene. Furthermore, there
were no significant differences due to this polymorphism in the pain response in absence of
placebo, or in dopaminergic system activation. Finally, the latter two studies explored the social
modulation of brain electrical activity during observation of pain and somatosensory
experiences in other’s. The fifth study showed differences in visual evoked potentials during the
sight of pain and anger faces. The sixth study showed that observation of painful and non-
painful experiences in others modulated the amplitude of somatosensory evoked potentials in
the onlooker. These data underscore the multidimensional nature of pain response and

highlight the role of genetic and psychosocial factors in the persistence of pain.
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1. Introduccion

El dolor crénico representa un problema con importantes repercusiones sociales y econdmicas
dentro del ambito de la salud, ya que causa en Europa una pérdida de 500 millones de dias de
trabajo, 34 billones de euros y el sufrimiento de un tercio de los europeos (Breivik et al., 2006).
Estas cifras indican que el padecimiento de dolor de forma crdnica constituye el problema de

salud mas prevalente en las sociedades industrializadas.

El dolor es un sintoma que nos informa sobre un dafio que se ha producido en nuestro
cuerpo. Por tanto, la experiencia de dolor actia como una sefal de alarma que tiene la
finalidad ultima de alejarnos de la fuente de dolor o bien proteger la zona de nuestro cuerpo
que debe recuperarse de una lesidon. Ahora imaginemos que acudimos al especialista con
quejas de dolor que contindan después de que la lesion haya sido tratada. Ademas,
imaginemos que el profesional que nos atiende no logra encontrar las causas objetivas de
nuestras quejas y que las diferentes pruebas diagndsticas no aportan indicios de dano interno.
Imaginemos que la situacién se prolonga durante mds de tres meses y el dolor se cronifica, se
vuelve insoportable o poco controlable, incluso con fuertes analgésicos. Transcurrido ese
tiempo, es probable que el dolor se generalice a todo nuestro cuerpo y comience a interferir
con nuestra vida laboral, familiar y social. Ademads, al igual que otras dolencias crénicas,
probablemente acabara provocando alteraciones emocionales (ansiedad, depresion). Llegados
a este punto, la experiencia de dolor se ha convertido en una alarma que estd
permanentemente activa. Este es el caso de, por ejemplo, la fibromialgia, un sindrome de
dolor crénico de etiologia desconocida, caracterizado por una alta sensibilidad al dolor

acompafiada por numerosos sintomas afectivos y cognitivos (Wolfe et al., 1995b).

Por otro lado, el dolor es una experiencia subjetiva susceptible de ser modificada por
diversos factores que van desde procesos atencionales, emocionales, genéticos u hormonales.
Por tanto, en casos como el expuesto anteriormente, es fundamental valorar no sdlo la
percepcién del dolor, sino también el impacto que éste provoca en la funcionalidad y la
neuroplasticidad de nuestro cerebro. Ademads hay que tener en cuenta que una estimulacion
dolorosa repetitiva provoca una sensibilizacion del sistema nervioso central (SNC). Dicha
sensibilizacion se encuentra asociada a cambios en la transmisidon sindptica, asi como a
cambios en el funcionamiento y la estructura del SNC. Esta sensibilizacidon es responsable de
fendmenos como la hiperalgesia (percepcion de dolor incrementada) y la alodinia (percepcién

de dolor ante estimulos que normalmente no se perciben como dolorosos).
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Ciertamente, los resultados de diversas investigaciones apuntan a la existencia de un
patron de hiperexcitabilidad cortical en pacientes con diversos cuadros dolor crénico
(fibromialgia, artritis reumatoide, dolor temporomandibular, dolor crénico de espalda, etc.)
(Apkarian et al., 2005). Ademas, se ha observado que este patrén de hiperexcitabilidad ante
los estimulos dolorosos se encontraria fundamentalmente modulado por factores emocionales
(Montoya et al., 2005; Sitges et al., 2007), cognitivos (por ejemplo, catastrofismo), sociales

(apoyo social percibido) (Montoya et al., 2004) y genéticos (Lotsch and Geisslinger, 2007).

Desde un enfoque multidimensional, esta tesis se focaliza en los factores implicados en
la modulacidén del dolor, el procesamiento somatosensorial y en variables asociadas al inicio y
mantenimiento del dolor crénico. Este trabajo se enmarca dentro de la linea de investigaciéon
en dolor crénico y actividad cerebral que se lleva a cabo en el Grupo de Investigacién en
Neurodinamica y Psicologia Clinica del Instituto Universitario de Investigacion en Ciencias de la
Salud (IUNICS), de la Universitat de les llles Balears (UIB) (proyectos de investigacion BSO2001-
0693, SEJ2004-01332, SEJ2007-62312, PSI2010-19372). El trabajo desarrollado en este grupo
ha permitido publicar y presentar numerosos estudios en revistas y congresos nacionales e
internacionales, ademds de una valiosa formacion en el campo de la Neurociencia y el dolor

cronico.

A continuacidn, se describiran brevemente los principales hallazgos en el campo del
dolor crénico relacionado con el procesamiento somatosensorial, asi como con factores

genéticos, psiconeuroendocrinos y sociales descritos hasta el momento.

1.1 Definicion y clasificacion del dolor
El dolor se define como la experiencia subjetiva que se desencadena a partir del
procesamiento de un input nociceptivo y que se encuentra influida por factores cognitivos,
emocionales, sociales y genéticos. Segun la International Association for the Study of Pain
(IASP) (Merskey and Bogduk, 1994), la experiencia de dolor tiene un componente sensorial y
otro emocional. De esta definicion se desprende que la percepcidon del dolor constituye un
fendmeno psicoldgico complejo que implica algo mas que la transmision de sefiales
nociceptivas hacia el sistema nervioso central. Por tanto, es preciso que el estudio de la
percepcion del dolor pueda diferenciar claramente entre la capacidad del organismo para
detectar un estimulo nocivo, localizdndolo en el espacio, captando su intensidad,

reconociendo la sensacién dolorosa y dotando a la misma de una respuesta emocional.
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En cuanto a la clasificacion del dolor, existen diversos criterios que permiten
caracterizar los estados de dolor. Asi, por ejemplo, es habitual distinguir entre dolor crénico
(duracién superior a 3-6 meses) y agudo, en funcién del tiempo de duracién del dolor. Sin
embargo, si atendemos a cdmo el paciente describe sus propias sensaciones dolorosas,
debemos tener en cuenta que el dolor crénico suele ser descrito como continuo o recurrente,
afectando negativamente al bienestar, la funcionalidad y la calidad de vida del paciente. Por el
contrario, el dolor agudo se suele caracterizar por ser de aparicién repentina, transitorio y por,
lo general, con una etiologia clara e identificable. De esta forma, la distincion entre dolor
agudo y crénico no responde sélo a criterios temporales de duracidn, sino que ademas hay que
considerar la funcionalidad que poseen ambos tipos de dolor.

En cuanto a la localizacién de las sensaciones corporales, se suele diferenciar entre
dolor somatico y dolor visceral. En el primer caso, se distingue entre dolor superficial (piel) y
dolor profundo (conjuntivo, musculos, huesos y articulaciones).

Atendiendo a su fisiopatologia, se puede diferenciar entre dolor nociceptivo (debido a
lesién del tejido), neuropatico (causado por una lesién o desaferentacion del sistema
nervioso), y mixto o con causa indeterminada (también denominado psicogénico). El dolor
nociceptivo ocurre como consecuencia de la activacion de receptores especificos
(nociceptores) tras someterse a estimulos externos agudos (por ejemplo, una herida o un
golpe). El dolor neuropatico esta producido por la estimulacién directa del sistema nervioso
central o por lesiones de vias nerviosas periféricas.

En conclusion, el dolor representa un importante sintoma con particularidades clinicas
propias como la irradiacidn sobre otras regiones, el dolor referido o la sensibilizacién ante
estimulos inocuos. Ademds, va acompanado frecuentemente de alteraciones afectivas como

depresion y ansiedad.

1.2 Correlatos psicofisicos y cerebrales implicados en el procesamiento
somatosensorial en el dolor crénico

Parece claro que el dolor crénico se acompafia de una serie de cambios neuroplasticos y
sintomas concomitantes que hacen que sea independiente de la lesion que lo origind y se
constituya en una entidad nosoldgica con caracteristicas clinicas propias. Estas caracteristicas
incluyen la falta de correspondencia entre la magnitud del dafio corporal previo y la intensidad
de dolor percibido, la localizacidn difusa de las regiones corporales que generan las
sensaciones dolorosas, la resistencia al tratamiento, la presencia de fendmenos perceptivos

alterados como hiperalgesia y alodinia, o de alteraciones afectivas, cognitivas y sociales. Por

10
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ello, el estudio del dolor crénico y de la percepcion de dolor debe ser abordado desde un

enfoque multidimensional y neurocientifico.

Desde este enfoque neurocientifico y gracias al avance en las técnicas de estudio de la
actividad cerebral, la investigacion basica y clinica de los ultimos afos ha aportado abundante
evidencia empirica acerca de cambios en la actividad cerebral asociada a la percepcién del
dolor (Tracey and Mantyh, 2007). Concretamente, se ha demostrado que diversas estructuras
cerebrales tales como la corteza somatosensorial (primaria y secundaria), el giro cingulado
anterior, la insula, el tdlamo, la corteza parietal posterior y la corteza prefrontal estan
profundamente implicadas en la representacidon y modulacién de la experiencia del dolor en
sujetos sanos, zonas que a su vez comprenden la conocida red del dolor o “pain matrix”. Esta
red del dolor consiste en un conjunto de areas cerebrales implicadas en el procesamiento
cerebral del dolor (Apkarian et al., 2005). Asi, existen varias investigaciones que apoyan la
existencia de alteraciones especificas en el funcionamiento del SNC en pacientes con
fibromialgia (Lorenz et al., 1996; Gracely et al., 2004; Apkarian et al., 2005). Basicamente, esas
alteraciones incluyen un funcionamiento andmalo de diversas regiones cerebrales, un
aumento exagerado en los componentes de los potenciales evocados somatosensoriales y una
reduccion significativa del dolor muscular ante la administracion de antagonistas de los

receptores NMDA.

La investigacion mediante electroencefalografia (EEG) ha permitido demostrar un nexo
importante entre la percepcion del dolor y cambios especificos en la actividad cerebral. Los
datos derivados de investigaciones recientes apuntan a la existencia de un patrén de
hiperexcitabilidad cortical en los pacientes con dolor crénico (Apkarian et al., 2005). Junto a la
investigacion mediante EEG, los estudios de neuroimagen han demostrado alteraciones en la
actividad cerebral metabdlica en pacientes con dolor crénico. Destaca aqui el estudio llevado a
cabo por Gracely y colaboradores (Gracely et al., 2002), en el que compararon parametros
psicofisicos (umbrales de dolor) y la actividad cerebral ante la estimulacién térmica entre
pacientes con fibromialgia y sujetos sanos. Los autores encontraron que la intensidad de
estimulacidén térmica necesaria para provocar la percepcién subjetiva de dolor en los pacientes
con fibromialgia era significativamente mas reducida que la intensidad necesaria para provocar
una sensacion comparable de dolor en los sujetos sanos, lo que se interpreté como un signo de
alodinia. Asimismo, se observé que a pesar de estas diferencias en la intensidad del estimulo,
éste desencadenaba en los pacientes con fibromialgia un patron de actividad cerebral similar

al desencadenado en los sujetos sanos. Los patrones andémalos en la actividad del flujo
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sanguineo en pacientes con dolor crénico han sido puestos de manifiesto, no sélo durante la
presentacion de estimulos dolorosos, sino también durante estados de reposo.
Concretamente, estudios mediante imagenes de resonancia magnética funcional (fMRI, del
inglés Functional Magnetic Resonance Image) han demostrado que la conectividad funcional
de los pacientes con dolor crénico durante un estado de reposo (en ausencia de estimulacién)
presenta caracteristicas diferenciales con respecto a la de los voluntarios sanos,
particularmente en relacidn a las regiones cerebrales implicadas en la “pain matrix”. Estos
estudios permiten concluir que los pacientes con dolor crénico presentan una activacion
anormal de las redes cerebrales implicadas en estados de reposo, posiblemente asociados a las

fluctuaciones espontdneas de dolor (Cifre et al., 2012).

En resumen, la evidencia empirica obtenida hasta la fecha apunta a que una exagerada
hiperexcitabilidad del sistema nervioso central juega un papel muy relevante en el
establecimiento y mantenimiento del dolor crénico. Es muy probable que esta sensibilizacion
pueda ser responsable de los fendmenos perceptivos andmalos (hiperalgesia y alodinia) que se
observan en los pacientes con dolor crénico. Esta hiperexcitabilidad del SNC puede ser
objetivada mediante el empleo de pruebas para la evaluacion de la sensibilidad al dolor
integradas en protocolos de Evaluacion Somatosensorial Cuantitativa o QST (del inglés,
Quantitative Sensory Testing). Estos protocolos QST consisten en un conjunto de pruebas que
emplean métodos y técnicas psicofisicas para determinar la sensibilidad de un individuo ante
estimulos somatosensoriales, dolorosos y no dolorosos. Los protocolos QST constituyen una
herramienta versatil que permite obtener un perfil del procesamiento somatosensorial del
paciente, detectando cambios en la sensibilidad posiblemente asociados a los procesos de
cronificacién del dolor. Estos protocolos han permitido objetivar la percepcion de dolor, y
clasificarla para estudiar su relacion con factores psicosociales, y genéticos, mediante la

correlacién entre fenotipos y genotipos.

1.3 Factores biopsicosociales implicados en el dolor y su modulacién

A continuacidn, se describen los principales marcadores genéticos implicados en la respuesta
al dolor y a la predisposicién al dolor crénico, asi como factores pisconeuroendocrinos y

sociales implicados en el procesamiento somatosensorial y el dolor crénico.
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1.3.1 Factores genéticos

La percepcién del dolor y el riesgo a desarrollar dolor crénico presentan una gran variabilidad
entre la poblacion debida, en parte, a influencias poligénicas. Las variaciones en la secuencia
de ADN (acido desoxirribonucleico) y sus relaciones con el dolor pueden producirse a distintos
niveles afectando a la respuesta de los individuos ante estimulos dolorosos evocados, el riesgo
o predisposicidn a la cronificacién del dolor, e incluso variando la respuesta a farmacos para el
tratamiento del dolor y sintomas concomitantes. De modo similar, existen claras diferencias en
la prevalencia del dolor crénico en funcidn del género, afectando a una mayor proporcién de
mujeres que de hombres (Gran, 2003). Esta mayor prevalencia entre mujeres aparece en la
mayoria de los sindromes de dolor musculo-esquelético (Unruh, 1996) y sugiere la influencia

de factores hormonales.

Una de las evidencias mas claras sobre el rol que desempefian los factores genéticos
en el dolor y su modulacién es el llamado sindrome de insensibilidad congénita al dolor. Se
trata de un sindrome relativamente raro, en el que los afectados presentan una incapacidad
difusa para percibir sensaciones de dolor en cualquier modalidad (Nagasako et al., 2003). Si
bien las mutaciones como ésta ponen de manifiesto el importante papel que desempefan los
factores genéticos en la percepcion del dolor y sus alteraciones, dan cuenta de cuadros
particulares de dolor de rara aparicion. Por el contrario, las variaciones simples que se dan de
forma relativamente comudn en la poblacidon vienen representadas, mayoritariamente, por
polimorfismos de Unico cambio nucleotidico o SNPs (del inglés, Simple Nucleotide
Polymorphisms). Estas pequefias variaciones parecen ser la diana para avanzar en la
comprension de la gran diversidad de trastornos dolorosos, el riesgo a padecerlos y la
respuesta a sus tratamientos. La mayor representacion de estas variaciones sugiere que son
responsables de contribuir a las influencias poligénicas que, junto con otros factores

biopsicocosiales, puedan converger en la presencia de dolor crénico.

Asi, durante los ultimos afios se han estudiado diversos genes candidatos y marcadores
polimérficos que podrian estar implicados en manifestaciones clinicas relevantes en el dolor.
De este modo, se han identificado varios polimorfismos genéticos que parecen modular la
sensacion dolorosa, algunos de los cuales han sido implicados en el desarrollo y
mantenimiento del dolor crénico (Lotsch and Geisslinger, 2007). Por tanto, existen diversos
polimorfismos genéticos que han sido relacionados con una mayor sensibilidad hacia el dolor

en voluntarios sanos y algunos grupos de pacientes. Dichos polimorfismos regulan la expresion
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génica de receptores, hormonas, neurotransmisores y transportadores o enzimas que los

regulan.

Uno de los polimorfismos genéticos mas implicados en la variabilidad interindividual
en la percepcidn del dolor, asi como en los procesos fisiopatoldgicos del dolor crénico es el
polimorfismo Val158Met (rs4680), localizado en el gen que codifica para la enzima catecol-O-
metiltransferasa (COMT). Dicha enzima es la encargada de metabolizar catecolaminas
(dopamina, adrenalina o epinefrina y noradrenalina o norepinefrina). El polimorfismo
Vall158Met codifica una sustitucion de las bases nitrogenadas guanina (G) por adenina (A),
dando lugar a una sustitucién del aminodcido valina (val) por metionina (met) en el codén 158
de la secuencia de aminodacidos. Dicho cambio hace que la termoestabilidad de |la enzima varie,
y, con ello, su capacidad enzimatica, dando lugar a una degradacidn de catecolaminas hasta
cuatro veces inferior (Lotta et al., 1995). Diversos estudios han puesto de manifiesto que los
homocigotos met/met muestran mayor sensibilidad al dolor de distintas modalidades vy
duracion (Zubieta et al., 2003; Diatchenko et al., 2005; Diatchenko et al., 2006) y una mayor
predisposiciéon a sufrir cuadros de dolor crénico, habiendo observado frecuencias mas elevadas
de dicho genotipo y del alelo metionina en poblaciones de pacientes con diversos cuadros de
dolor, tales como pacientes con dolor temporomandibular (Diatchenko et al., 2005), sindrome
de fibromialgia (Josep Garcia-Fructuoso et al., 2006; Vargas-Alarcon et al., 2007) o cefaleas
(Hagen et al., 2006). Entre los mecanismos que sustentan la relaciéon entre la COMT vy la
sensibilidad al dolor, se ha propuesto que la percepcién del dolor podria incrementarse, bien
directamente mediante activacién noradrenérgica (Nackley et al., 2007) o bien indirectamente
mediante un incremento de la actividad dopaminérgica que llevaria a la supresiéon de la

expresion de opiaceos enddgenos (Zubieta et al., 2003).

Junto a SNPs funcionales como el Val158Met, los haplotipos del gen COMT también han
sido implicados en el dolor. Durante la recombinacién genética, los SNPs préximos en la
secuencia de ADN presentan una probabilidad muy alta de heredarse juntos por su relacién de
proximidad. A la combinacién de alelos de SNPs préximos de parte de la secuencia de una sola
copia del cromosoma se le denomina haplotipo y la investigacion en torno a ellos ha recibido
un interés creciente en los ultimos anos. En este sentido, se ha observado que la combinacién
haplotipica del polimorfismo Val158Met, junto con otros tres polimorfismos del gen COMT,
presenta una fuerte asociacion con la variabilidad a la sensibilidad al dolor experimental y el
riesgo a desarrollar cuadros de dolor crénico, tales como dolor temporomandibular
(Diatchenko et al., 2005; Diatchenko et al., 2006). Concretamente, Diatchenko y colaboradores

(2005) describieron que la combinacion haplotipica del polimorfismo funcional con otros tres
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polimorfismos silentes situados en el mismo gen (los polimorfismos rs6269, rs4633, y rs4818)
predecia una mayor diferencia en la actividad enzimatica y explicaba el 11% en la variabilidad
al dolor experimental. De este modo, los haplotipos fueron designados como LPS (del inglés
Low Pain Sensitivity), APS (del inglés, Average Pain Sensitivity) y HPS (del inglés High Pain
Sensitivity) por la sensibilidad al dolor asociada a cada uno de ellos. De este modo, la presencia
de haplotipos APS y HPS se asociaba a una alta sensibilidad al dolor, mientras que el haplotipo
LPS se asociaba a un patron de baja sensibilidad. Asimismo, los autores mostraron una
reduccion de mds del doble en el riesgo a sufrir dolor temporomandibular en sujetos
portadores de haplotipos LPS (Diatchenko et al., 2005). La contribucidn de polimorfismos del
gen COMT a la percepcién de dolor en pacientes con fibromialgia y voluntarios sanos ha sido
abordada en el estudio 1 del presente trabajo de tesis.

Por otra parte, el dolor constituye uno de los estresores mas universales, y por
consiguiente, presenta claras propiedades motivacionales. De este modo, la respuesta al estrés
y los mecanismos de recompensa del cerebro juegan un papel clave en la modulacién del
dolor, compartiendo dareas cerebrales en su procesamiento. Por ejemplo, la respuesta
dopaminérgica en el ndcleo accumbens (NAc) juega un rol importante en el procesamiento de
la recompensa (Robbins and Everitt, 1996; Berridge and Robinson, 2003), asi como del dolor
(Scott et al., 2006; Scott et al., 2008) y de la saliencia estimular en general (Zink et al., 2003).
Un gen clave que puede contribuir a la variabilidad individual en el estrés y la recompensa, asi
como a la neurotransmision cerebral dopaminérgica es el gen codificador del factor
neurotrofico derivado del cerebro (BDNF del inglés, Brain-derived neurotrophic factor), una
proteina que interactla con la secrecion del sistema dopaminérgico del cuerpo estriado,
promoviendo la supervivencia y la diferenciacion de las neuronas dopaminérgicas (Hyman et
al., 1991). El polimorfismo funcional Val66Met (rs6265) en el gen BDNF codifica una sustitucion
de valina (val) por metionina (met) en el codén 66, disminuyendo el trafico intracelular y la
liberacion de la proteina (Egan et al., 2003; Chen et al., 2004). Se ha observado en estudios
animales que los niveles de BDNF en el NAc modula el desarrollo de un fenotipo vulnerable
(Berton et al., 2006; Krishnan et al., 2007; Miczek et al., 2011). El BDNF ha sido también
implicado en la depresion y la ansiedad (Martinowich et al., 2007), asi como responsable de las
diferencias de género en la depresion (Monteggia et al., 2007). De modo similar, se ha
observado que los niveles de BDNF se asocian a la sensibilidad al dolor, mostrando relaciones
opuestas segun el género, tanto en sujetos sanos (Stefani et al., 2012) como en estudios
animales (Li et al., 2010). Tomados en conjunto, estos estudios sugieren que puede haber un

dimorfismo sexual en funcién del BDNF que puede contribuir a la variabilidad individual de
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estos fenotipos relacionados con la vulnerabilidad al estrés, la depresidn y el procesamiento
del dolor, asi como con factores moduladores del mismo. Esta cuestion ha sido abordada en el
estudio 3 de la presente tesis.

Otros SNPs implicados en el dolor afectan al gen de la enzima acido graso amido-
hidrolasa (FAAH) responsable de la degradacion de lipidos de sefializacion endégena como el
cannabinoide anandamida. El polimorfismo funcional mas estudiado de este gen es el C385A
que codifica una sustitucion del citosina (C) por adenina (A) causando un cambio en al
aminodcido treonina (Thr) por prolina (Pro) en el codén 129 y provocando un descenso en la
funcién de la enzima (Sipe et al., 2002; Chiang et al., 2004). Una ausencia de la enzima FAAH ha
sido asociada a un fenotipo hipoalgésico en ratas (Lichtman et al., 2004a). No obstante,
polimorfismos en regiones intrénicas del gen FAAH han sido también asociados a una mayor
sensibilidad ante estimulacién fria dolorosa en humanos (Kim et al., 2004). En este sentido,
varias lineas de evidencia dan soporte a la hipdtesis segun la cual el sistema endocannabinoide
esta involucrado en el procesamiento del dolor (Martin and Lichtman, 1998; Pertwee, 2001;
Hohmann, 2002; Goya et al.,, 2003). En relacion a la enzima FAAH, ratones carentes de la
misma (FAAH -/-) muestran elevados umbrales de dolor, presumiblemente como resultado de
la elevacion de los niveles cerebrales de la anandamida (Cravatt et al., 2001). Por ultimo, se ha
demostrado que los inhibidores de la FAAH también producen antinocicepcion en diversas
pruebas de dolor (Haller et al., 2006). De hecho, se ha planteado la hipdtesis de que un
acoplamiento funcional con receptores opioides |, & o K pueda conducir a la mejora de los
efectos antinociceptivos de los opiaceos por parte de los cannabinoides (Williams et al., 2006).
Los datos citados anteriormente sugieren que disminuir la degradacién de anandamida
mediante la inhibicion de FAAH podria ejercer un efecto en el sistema opioide en la
modulacién de las senales de dolor. La mediacidn de un polimorfismo regulador de la funcién
de la enzima FAAH en la neurotransmisién opioide y dopaminégica durante el dolor y su

modulacién mediante la administracién de un placebo, ha sido abordada en el estudio 4.

1.3.2 Factores psicoendocrinos

Es conocido que determinadas condiciones dolorosas presentan marcadas diferencias de
género en la tasa de prevalencia (Unruh, 1996). Por ejemplo, en el caso de la fibromialgia (FM)
las mujeres representan alrededor del 90% de los afectados (Wolfe et al., 1995a; Carmona et
al.,, 2001; Gran, 2003). Aunque las causas de estas diferencias de género en el dolor y su
cronificacién no son conocidas, sugieren una influencia de las hormonas sexuales en la

sensibilidad al dolor y mecanismos fisiopatolégicos del dolor crénico.
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Aunque se ha apuntado repetidamente que la exagerada sensibilidad hacia el dolor en
pacientes con FM y otras condiciones, como el dolor temporomandibular, podria estar
mediada por cambios en los niveles de determinadas hormonas sexuales (estradiol,
progesterona, prolactina y testosterona), la evidencia empirica que apoya esta hipédtesis
resulta todavia insuficiente. Diversos estudios clinicos han encontrado que las mujeres con FM
presentan un aumento significativo de los sintomas de dolor durante el embarazo y en los
meses posteriores al parto (Ostensen et al., 1997). Investigaciones adicionales han observado
que la edad de la menarquia es significativamente mas tardia en pacientes con FM y que éstas
presentan una menor tasa de fertilidad que las voluntarias sanas (Raphael and Marbach, 2000;
Schochat and Beckmann, 2003). Otros estudios han puesto de manifiesto que un 25% de
mujeres con FM relacionan la presencia de la menopausia con el comienzo de Ia
sintomatologia dolorosa y que la intensidad de los sintomas es mayor en pacientes post-
menopausicas que en pacientes pre-menopausicas (Pamuk and Cakir, 2005). Finalmente, se ha
observado que la aparicion temprana de la menopausia y la presencia de histerectomias son
mas frecuentes entre pacientes con FM que entre pacientes con artritis reumatoide (Pamuk et

al., 2009).

Todos los datos citados anteriormente apoyan la idea de que la sintomatologia clinica
del sindrome de FM podria estar relacionada con la aparicion de alteraciones funcionales en la
regulacién hormonal de las mujeres. Sin embargo, la evaluacién de la sensibilidad al dolor
evocado en pacientes con FM durante las diferentes fases del ciclo menstrual ha
proporcionado resultados limitados e inconsistentes (Carette et al., 1992; Akkus et al., 2000;
Alonso et al., 2004; Gur et al., 2004; Okifuji and Turk, 2006). De hecho, se ha sugerido que la
hipersensibilidad al dolor observada en pacientes con dolor crénico podria estar asociada a los
cambios en los niveles de hormonas sexuales durante la transicion hacia la menopausia, en
lugar de con fluctuaciones hormonales durante el ciclo menstrual (Martin, 2009). En este
sentido, los estudios epidemioldgicos han revelado que las pacientes con FM muestran una
aparicién temprana de la menopausia (Waxman and Zatzkis, 1986) y que los sintomas de la FM
con frecuencia se inician o empeoran después de la misma (Waxman and Zatzkis, 1986; Wolfe
et al., 1995a; Pamuk and Cakir, 2005), sugiriendo que una reduccién del tiempo de exposicion
a las hormonas sexuales podria agravar el dolor y otros sintomas relacionados o incluso
contribuir a su desarrollo.

Al nivel hormonal, el efecto de los estrégenos, y especialmente del estradiol, se ha
puesto de manifiesto en diversos estudios que comparan la respuesta al dolor agudo inducido

experimentalmente y el dolor clinico. Dado que los niveles de estrégenos pueden modular la
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funcién de los sistemas nervioso, inmune, esquelético y cardiovascular, la modulacién
estrogénica del dolor resulta compleja de esclarecer, dando lugar a efectos tanto pro-
nociceptivos como anti-nociceptivos. El sentido de la relacién dependera, por tanto, del grado
en que estos sistemas se encuentran implicados en cada tipo o sindrome de dolor (Craft,
2007). Asimismo, la aromatasa parece desempefiar un papel crucial en la modulacién del
dolor en mujeres post-menopausicas poniendo de manifiesto la importancia de los niveles de
estrégenos en el procesamiento del dolor. Dicha enzima es la responsable de la conversidn de
andrdgenos en estrégenos, consistiendo en la principal fuente de estrégenos en mujeres post-
menopausicas. Uno de los primeros indicios de la relacién entre la aromatasa y el dolor parte
de una serie de estudios en los que se describe una mayor prevalencia de sindromes de dolor
musculo-esquelético tras la interrupcién de este mecanismo de conversion a partir de
inhibidores de la aromatasa (Felson and Cummings, 2005).

En definitiva, toda esta evidencia empirica apunta a la idea de que, si bien los factores
hormonales juegan un papel relevante en la respuesta al dolor y en el sindrome de FM, la
relacion que mantienen con la sensibilidad hacia el dolor de estas pacientes no es simple y
podria estar mediada por numerosas variables bioldgicas. A partir de los datos previos surge el
interés de explorar posibles diferencias en la edad de inicio de la menopausia, y su efecto en la
sensibilidad al dolor en mujeres con dolor crénico. Esta cuestién ha sido abordada en el

estudio 2 de la presente tesis.

1.3.3 Factores psicosociales

Si bien los factores genéticos y hormonales pueden contribuir a determinar la susceptibilidad
de una persona a sufrir dolor crénico, es conocido que la cultura y las influencias sociales
juegan también un papel fundamental en la percepcién del dolor. Estos factores afectan a la
respuesta al dolor en general (Zatzick and Dimsdale, 1990), influyendo sobre las cogniciones y
el control autopercibido sobre el mismo (Bates and Rankin-Hill, 1994). De igual modo, el apoyo
social como refuerzo o ganancia secundaria a la condicidon de enfermedad podria contribuir al
mantenimiento del dolor a lo largo del tiempo (Gil et al., 1987). Por ultimo, la sensibilidad al
dolor puede verse modificada por la presencia de seres queridos (Montoya et al., 2004). Todo
ello resalta la importancia de estudiar las influencias sociales en la percepcion del dolor y el

dolor crénico.

En este sentido, el descubrimiento del sistema de neuronas espejo en la corteza

premotora y parietal ha sentado las bases para una mejor comprensién de los mecanismos
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neurobioldgicos implicados en la empatia (Rizzolatti et al., 1996). En este sentido, los estudios
recientes mediante fMRI han mostrado que la observacién del estado emocional de otras
personas activa parte de la red neural implicada en el procesamiento del mismo estado
experimentado por uno mismo (Singer et al., 2004; Lamm et al., 2007). Algunos autores han
sugerido que estos circuitos compartidos estan formados a partir de aprendizajes asociativos
en el dominio de las acciones (Preston and de Waal, 2002), emociones y sensaciones (Keysers

et al., 2010).

De acuerdo con esta interpretacién, estudios de electroencefalografia (EEG) y
magnetoencefalografia (MEG) han proporcionado consistente evidencia de la implicacion de
las cortezas somatosensorial y motora en las representaciones compartidas del procesamiento
del dolor (Avenanti et al., 2006; Godinho et al., 2006; Minio-Paluello et al., 2006; Bufalari et al.,
2007; Fan and Han, 2008; Valeriani et al., 2008; Avenanti et al., 2009a; Avenanti et al., 2009b;
Minio-Paluello et al.,, 2009). Asi, por ejemplo, un estudio reciente con potenciales
somatosensoriales evocados (SEPs), mediante pulsos de estimulacion eléctrica no dolorosa, ha
demostrado que la observacién simultanea de video-clips en los que aparece una aguja
penetrando la mano de un modelo, provoca un incremento significativo en la amplitud del
componente P45 en comparacién con la visualizacidon de video-clips representando la misma
mano siendo rozada por un bastoncillo o en ausencia de estimulacion somatosensorial
(Bufalari et al., 2007). Ademas, se encontré que dicho incremento en la amplitud del potencial
PA5 correlacionaba con la intensidad, pero no con el desagrado atribuido al modelo,
sugiriendo que este efecto modulador estaria relacionado con los componentes sensoriales del
dolor (localizacién, intensidad, etc.), mas que con los afectivos (desagrado). Asimismo, la
investigacion sobre las regiones cerebrales que se activan cuando se comparten los
sentimientos de otra persona no se restringe a la empatia hacia el dolor. Por ejemplo, existe
también evidencia de que la observacidn de tacto y la experiencia de tacto en primera persona
activa regiones similares de la corteza somatosensorial primaria (Keysers et al., 2004,
Blakemore et al., 2005; Schaefer et al., 2006). Esta cuestion es abordada en el estudio 6 del
presente trabajo de tesis. De igual modo, datos similares se han obtenido cuando los
participantes observaban a otras personas probando sabores desagradables (Jabbi et al., 2007)
o contemplando pasivamente caras de desagrado (Wicker et al., 2003). De hecho, la visién de
expresiones faciales constituye un paradigma importante para el estudio de la modulacion
social del dolor. Asi, se ha demostrado que la vision de expresiones faciales afecta a las
estimaciones subjetivas de dolor sobre las mismas, incluso cuando el feedback verbal es

contradictorio (Poole and Craig, 1992). Asimismo, un reciente estudio de neuroimagen ha
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demostrado que, en comparacién con expresiones faciales de enfado y neutras, la visidon de
expresiones faciales de dolor provoca una mayor activacion en varias areas cerebrales
relacionadas con el procesamiento emocional (Simon et al., 2008). La participacion de estas
areas cerebrales se ha interpretado como un patréon de respuesta especifico a los estimulos
biolégicamente relevantes, tales como los estimulos dolorosos o potencialmente dolorosos

(Simon et al., 2008). Esta cuestién es abordada en el estudio 5 del presente trabajo de tesis.

Un paso mds alld en la modulacidn social del dolor la constituyen las sensaciones
sinestésicas de tacto e incluso de dolor, descritas durante la vision de experiencias tactiles o
dolorosas en otros (mirror-touch or pain synaesthesia) (Blakemore et al., 2005; Banissy et al.,
2011). Concretamente, estas sensaciones se han mostrado en pacientes con dafio cerebral
(Halligan et al., 1997), amputaciones (Ramachandran and Brang, 2009; Goller et al., 2011) e
incluso en individuos sanos (Blakemore et al., 2005). Este fendmeno parece estar relacionado
con una hiperexcitabilidad de los sistemas de neuronas espejo somatosensoriales. De este
modo, se ha propuesto que dicho fendmeno ocurriria con mayor frecuencia en pacientes que
han sufrido un traumatismo o en pacientes con dolor crénico, que en la poblacién general. Un
ejemplo de ello es la elevada frecuencia de sensaciones tactiles sinestésicas en amputados
(Goller et al., 2011). De este modo, se ha sugerido que en pacientes con dolor crdnico estas
sensaciones se asociarian a los fendmenos de hiperexcitabilidad y sensibilizacién central,
caracteristicos en estos pacientes, y responsables de la alta sensibilidad al dolor que exhiben
(Fitzgibbon et al., 2012). De hecho, ha sido propuesto que, mientras que las sensaciones
sinestésicas de tacto parecen estar mas relacionadas con factores innatos, la sinestesia para el
dolor parece asociarse a la experiencia de dolor previa, intensa o continuada. En este sentido,
el estudio de la modulacidon de la actividad eléctrica cerebral durante la observacion de
experiencias somatosensoriales en otros podria establecerse como un paradigma para el
estudio de la modulacién social de dicho patrén de hiperexcitabilidad cortical en pacientes con
dolor crénico, asi como para ahondar en el estudio del procesamiento somatosensorial en

poblacién sana.

2. Métodos y objetivos de estudio

2.1 Métodos y técnicas de estudio

En esta seccion se describen brevemente las técnicas de registro y andlisis de datos empleados

en esta tesis doctoral, asi como los objetivos generales de los estudios llevados a cabo.
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2.1.1 Estudio de la sensibilidad al dolor y su modulacién

El umbral de deteccidn tactil se evalué mediante los filamentos de von Frey (AB Somedic,
Suecia) en los estudios 1 y 2. Para ello, se utilizd un set compuesto por filamentos de distinto
diametro de grosor e igual longitud. Dichos filamentos se aplican de mayor a menor didmetro
provocando una sensacidon claramente perceptible al inicio, que va disminuyendo
gradualmente hasta que dejan de ser percibidos (Keizer et al., 2008). Ademas, se aplicd una
serie de estimulos de intensidad ascendente (hasta 15 estimulos, variando de 10 a 150 voltios)

(Inui et al., 2002) para evaluar el umbral de deteccion en el estudio 2.

La sensibilidad al dolor se evalu6 mediante estimulacién mecanica y térmica en los
estudios 1y 2. En el caso de la estimulacién mecanica, se determinaron los umbrales de dolor
a la presién usando un algémetro digital con una punta de goma plana en su extremo. Las
medidas de umbral de dolor ante estimulacion térmica por calor se obtuvieron con un
estimulador térmico. Para ello, se pidid a los sujetos que colocaran la yema del dedo indice
sobre la placa térmica. La temperatura de la placa fue aumentando a partir de 37 °C hasta un
maximo de 52 °C a una velocidad media de 0,2 °C/s. El umbral de tolerancia al dolor por frio
se evalud con la misma placa térmica, fijando una temperatura constante de 1 °C durante un
tiempo maximo de 150 s. Se pidid a los participantes que mantuvieran la yema del dedo en
contacto con la placa hasta que la percepcidon de dolor no pudiera tolerarse mds. Durante la
tarea, se les pidié que indicaran el grado de dolor que estaban experimentando mediante una

escala verbal de 0 a 100 puntos cada 10 s.

El estudio de la modulacién somatosensorial (estudio 6) se llevd a cabo mediante
pulsos pneumaticos no dolorosos de 2 bares de intensidad y 100 ms de duracién aplicados en

la yema del dedo indice en trenes de 6 pulsos, administrados cada 900 £100 ms.

Los estudios de la modulacién del dolor (estudios 3 y 4) se han llevado a cabo
mediante tomografia por emisién de positrones (PET, Positron Emission Tomography)
aplicando un paradigma de estimulacién tdnica, originalmente disefiado para reproducir el
cuadro de dolor temporomandibular (Stohler and Kowalski, 1999). Ademas, en estos estudios
se exploré la respuesta al placebo combinando este paradigma de estimulacién tdnica con la
administracién intravenosa de un salino isoténico al que se le atribuyeron propiedades
analgésicas. El efecto de analgesia se determind mediante el cambio en las estimaciones de

dolor en respuesta a los mismos perfiles de salino hipertdnico infundido.
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Tabla 1. Pruebas para el estudio de sensibilidad tactil y dolorosa y su modulacion.

Medida Modalidad Herramienta Area de estimulacién Unidad de medida
1. Antebrazo a nivel del codo Numero de filamento
2. Carainterna o ventral de la y fuerza nominal
Mecanico Monofilamentos de mufieca correspondiente
Umbral de von Frey 3. Yema del dedo indice
deteccion Numero de estimulo
Eléctrico Estimulador eléctrico Cara interna o ventral de la mufieca segun la intensidad
de voltaje (1-15)
Térmico Placa térmica Yema del dedo indice Temperatura (°C)
(calor)
Umbral de dolor 1. Musculatura epicondilea, en
posicion flexo-supina
Mecanico Algémetro 2. Carainterna o ventral de la Newtons
mufieca
3. Yema del dedo indice
Umbral de Térmico Placa térmica Yema del dedo indice Tiempo
tolerancia al dolor (frio) (segundos)
Modulacién Pneumidtico Bomba de aire Yema del dedo indice Amplitud de los SEPs

somatosensorial

Modulacién del
dolor

Quimico/dolor
muscular
ténico

Salino hipertdénico
(5% de cloruro de
sodio)

Velocidad de infusion
(ul/min) para
mantener la

Masetero izquierdo

sensacion de dolor
(EVA 30-40/100)

2.1.2 Estudio de marcadores y haplotipos genéticos

Los estudios genéticos presentados en esta tesis doctoral han analizado: polimorfismos de
Unico cambio nucleotidico o SNPs funcionales y los llamados marcadores informativos
ancestrales o AlMs (del inglés Ancestry Informative Markers) y haplotipos. En el estudio 1 se
analizaron polimorfismos y haplotipos del gen COMT y en los estudios 3 y 4, se analizaron
polimorfismos funcionales aislados en los genes BDNF y FAAH y 186 AIMs localizados en
diversos genes. En la tabla 3 se esquematizan los marcadores y haplotipo analizados vy la

metodologia utilizada en cada caso.

Tabla 2. Estudio de marcadores y haplotipos genéticos

Analisis Gen Muestra ADN Métodos
. PCR en tiempo real, determinando perfiles de fluorescencia
comT (LightCycler ® 480)
(vVall58Met, y no Mucosa Bucal e  Secuenciacién (Big Dye ® Terminator Cycle Sequencying kit v
funcionales rs6269, 3.1y ABI PRISM ® 3100 Genetic Analyser).
SNPs rs4633, y rs4818) . Método RFLPs
funcionales
BDNF
(Val66Met) Plasma Medicién del nivel de hibridacion mediante Microarrays de ADN,
FAAH sanguineo (plataforma lllumina Goldengate®).
(Pro129Thr)
AlMs Varios
Haplotipos comMT Mucosa bucal Célculo del desequilibrio de ligamiento (LD) a partir de los SNPs

genotipados mediante la versidn 4.2 de Haploview.
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2.1.3

Estudio de la actividad cerebral

En la siguiente tabla se resume la estimulacion, procedimiento y herramientas empleadas en

los distintos estudios para el analisis de la actividad cerebral, tanto eléctrica como bioquimica.

Tabla 3. Metodologia utilizada en los estudios de la actividad cerebral.

Senal Medida Sistema Estimulacion Procedimiento Herramientas
Pulsos Estimulacidén pneumdtica
pneumédticos de 2 durante la visualizacion de
bares de video-clips mostrando una

Somatosensorial intensidad mano presionada por un

(estudio 6) aplicados en la hisopo de algoddn (tacto),
yema del dedo pinchada por una aguja . EEG de 64

Potenciales indice derecho, (dolor) o en reposo. electrodos
evocados cada 900 ms+100, Evaluacién de la intensidad . Amplificador
entrenes de 6 y desagrado. BrainAmp
pulsos. . Registroy
Presentacién de diferentes analisis
expresiones faciales. mediante
Fotogramas Evaluacién del desagrado y Brain Vision
extraidos en 6 arousal o activacion Recorder®y
Eléctrica . elicitado por cada imagen. Analyzer ®
. intervalos de

Visual .

(estudio 5) .tn?r?po desde el Andlisis mediante la e  Estimulador
inicio de transformada wavelet pneumatico
expresiones Mortlet (ancho de 7 ciclos) . Presentation

Frecuencia faciales neutras o por convolucién en el ®
reflejando dolor o dominio de la frecuencia en
enfado (0, 200, un solo ensayo, durante un
400, 600, 800, y intervalo entre 1000 y ZF)OO
ms. Bandas de frecuencia
1000 ms) analizadas: © (4-8 Hz), a (8-
12 Hz), y B (12-20 Hz).
Potencial de Linea base, periodos de
union de D,/Ds estimulacion dolorosa con y
receptores Radiotrazador [*'C] sin placebo de 20 minutos
de raclopride de duracién cada uno.
Dopamina (estudios 3y 4) Administracion del 50% de
Salino hiperténico los radiotrazadores en un . Tomégrafo
Potencial de bolo y la cantidad restante PET (D,/Dsy
unién MOR mediante bomba de MOR)
receptores Radiotrazador [*'C] infusion continua. . Escaner de
p-opioide carfentanil RM (GE Signa
Metabélica (estudio 4) 3-Tesla)
Tarea en la que los sujetos e Atlasdel
han de responder ante la Instituto
aparicion de una sefial Neurolégico
dentro de un intervalo de Montreal
Monetary temporal determinado y lo (MNI)
fMRI Sefial BOLD Incentive Delay mas rapido posible. Las . Softwares
(MID) Task respuestas correctas estan SPMy FSL

recompensadas, bien por la
ganancia, o bien por la
evitacion de una pérdida
monetaria anunciada al
comienzo del ensayo.
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2.2 Objetivos generales de los estudios

El eje principal de este trabajo se ha centrado en el estudio de factores implicados en el
procesamiento somatosensorial en pacientes con dolor crénico y voluntarios sanos. Este
abordaje se ha llevado a cabo desde un enfoque multidimensional, plantedndose objetivos a
diversos niveles de analisis, desde el nivel biomolecular al psicosocial. Para ello, se han trazado

los siguientes objetivos generales:

1. Examinar la contribucién de polimorfismos funcionales en genes codificadores de
algunos de los principales péptidos implicados en la cascada bioquimica
desencadenada por estimulos dolorosos, en la predisposicion a desarrollar dolor
crénico y en la sensibilidad a estimulos somatosensoriales en pacientes con dolor
cronico y voluntarios sanos (estudios 1, 3y 4).

2. Estudiar las posibles diferencias relacionadas con la desproporcionada prevalencia del
dolor crénico en mujeres, asi como con la hiperalgesia caracteristica en estos
pacientes. Concretamente, se tuvo por objetivo explorar diferencias en la media de
edad de la menopausia y su relacién con la sensibilidad a estimulos somatosensoriales
(estudio 2), asi como estudiar la interaccion entre factores genéticos y el género de los
sujetos en la respuesta al dolor y su modulacién por placebo (estudio 3).

3.Examinar la contribucién de polimorfismos genéticos funcionales en la actividad
metabdlica cerebral, rasgos de personalidad y respuesta al dolor. Concretamente, se
platea estudiar la respuesta bioquimica de los sistemas dopaminérgico y opioide
mediante Tomografia por Emisidon de Positrones (PET) durante el procesamiento del
dolor y su modulacidn por placebo (estudios 3 y 4).

4. Estudiar el rol de factores sociales en la modulacion del procesamiento cerebral
somatosensorial en voluntarios sanos mediante el estudio de Potenciales Evocados
(PE) visuales y somatosensoriales. Concretamente:

a. Explorar la dindmica de la actividad cerebral desencadenada por expresiones
faciales de dolor y enfado con diferentes niveles de intensidad en la expresién
emocional (estudio 5).

b. Explorar la modulaciéon de la actividad eléctrica somatosensorial durante la

observacién de experiencias somatosensoriales en otros (estudio 6).
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3. Publicaciones

A continuacién, se detalla el planteamiento de cada uno de los estudios, los objetivos que
pretendian alcanzar, los resultados mads relevantes y la discusién de los mismos. Todos los
participantes fueron informados de los detalles de cada estudio cumplimentando y firmando
un consentimiento informado. Por otro lado, todos los estudios respetaban la Declaracién de
Helsinki (1991). Los protocolos de los estudios 1, 2, 5 y 6 fueron aprobados por el comité ético
de Investigaciones Clinicas de las Islas Baleares y/o por el comité ético de la Universidad de las
Islas Baleares. Asimismo, los estudios 3 y 4 fueron aprobados por el Institutional Review Board
and the Radioactive Drug Research Committee de la Universidad de Michigan (EE.UU.). En el
siguiente apartado se comentardn y discutiran los resultados y las aportaciones de cada uno de

los trabajos.

3.1 Estudio 1: Pain sensitivity in fibromyalgia is associated with catechol-O-

methyltransferase (COMT) gene

Este trabajo ha sido publicado en la revista European Journal of Pain (factor de impacto: 4.267)
(Martinez-Jauand et al., 2013a). El objetivo fue evaluar la presencia de diferentes haplotipos
definidos a partir de polimorfismos genéticos en el gen que codifica la enzima catecol-O-
metiltransferasa (COMT) (Diatchenko et al., 2006) en el sindrome de fibromialgia (FM) vy la
sensibilidad al dolor. Concretamente, se explord la frecuencia de distribucién genotipica y
haplotipica, asi como la asociacidn con la sensibilidad al dolor en pacientes diagnosticadas con
FM (n=113) y en voluntarias sanas (n=65). Para ello se llevé a cabo una evaluacion clinica y una
evaluacidon somatosensorial cuantitativa (QST) compuesta por una determinacion de umbrales
sensoriales tactiles, umbrales de dolor por calor y presién, y umbrales de tolerancia al dolor.
Para el analisis de ADN se recogieron muestras de mucosa bucal y se llevaron a cabo diversos

métodos de genotipado (método para RFLPs y PCR en tiempo real).

Los resultados de este estudio mostraron que el grupo de pacientes con FM presentaba
un mayor numero de participantes homocigotas para el alelo metionina (met) en el
polimorfismo funcional Val158Met (rs4680) en comparacidn con el grupo de voluntarias sanas.
De modo similar, se observd que la frecuencia de haplotipos en el gen COMT asociados a
fenotipos de alta y media sensibilidad al dolor (HPS y APS) era mayor en el grupo de pacientes
(37.8%) que en el grupo control (21.9%). Ademas, este estudio corroboré una mayor
sensibilidad al dolor en pacientes con FM en comparacién con voluntarias sanas para todas las

pruebas empleadas para evocar dolor (térmico por calor y frio, y mecanico). Las pacientes con
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FM vy portadoras de los haplotipos HPS y/o APS u homocigotas para el alelo metionina
(genotipo met/met) mostraron mayor sensibilidad al dolor que las portadoras de los restantes
haplotipos y genotipos. Finalmente, este estudio reveld que las pacientes con FM homocigotas
para el alelo metionina presentaban mayores niveles de ansiedad rasgo (puntuacién en STAI-

R).

De acuerdo con estudios previos (Diatchenko et al., 2005; Diatchenko et al., 2006), estos
datos sugieren que la reduccién en la actividad de la enzima COMT podria contribuir al
mantenimiento de los sintomas de dolor en pacientes con FM. En este sentido, se han
propuesto dos mecanismos a partir de los cuales el polimorfismo Vall158Met podria actuar
como modulador en la percepcion del dolor. En primer lugar, se ha sugerido que los elevados
niveles de catecolaminas (especialmente, adrenalina y noradrenalina) asociados a la baja
actividad enzimatica de la COMT en los homocigotos met/met podrian sobreestimular los
receptores R-adrenérgicos y desencadenar asi un incremento en la percepcién de dolor
(Nackley et al., 2007). Este mecanismo estaria apoyado por hallazgos previos demostrando que
el bloqueo de receptores B-adrenérgicos (y no a-adrenérgicos o dopaminérgicos) reduce la
hiperalgesia provocada por la administracion exdgena de adrenalina (Khasar et al.,, 1999;
Nackley et al., 2007). Un segundo mecanismo que podria estar implicado en la relacion entre
actividad de la COMT vy la percepcion del dolor se basa en la mediacién del sistema opioide
(Zubieta et al., 2003). En este caso, elevados niveles de catecolaminas asociados a los
homocigotos met/met produciria una supresion en la sintesis de opioides enddgenos debido a
una sobreactivacion de los receptores dopaminérgicas de las neuronas opioides (George and
Kertesz, 1987). Ademads, esta supresion de opioides en los homocigotos met/met iria
acompafiada de un aumento en la densidad receptores opioides con el objetivo de mantener
la funcionalidad del sistema. Este cambio compensatorio permitiria que la menor
concentracion de ligando (endorfinas) tuviera mayores lugares de uniéon (mas receptores). En
apoyo de esta hipdtesis, existen estudios que demuestran que los pacientes met/met con
cancer requieren menores dosis de morfina para alcanzar los mismos efectos analgésicos que
los pacientes heterocigotos u homocigotos val/val (Rakvag et al., 2005). De acuerdo con la
hipétesis compensatoria, el elevado nimero de receptores opioides permite que la
administracién exdgena de sustancias opioides alcance un efecto analgésico a dosis mas bajas.
En definitiva, los resultados de este estudio sugieren que las variaciones genéticas en el gen
COMT conllevan diferentes consecuencias en la respuesta al dolor y niveles de ansiedad en
pacientes con FM, pudiendo emplearse como marcadores genéticos para la clasificacion y

agrupacion de estos pacientes.
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3.2 Estudio 2: Age-of-onset of menopause is associated to painful and non-painful

sensitivity in FM patients

Este segundo trabajo ha sido publicado en la revista Clinical Rheumathology (Martinez-Jauand
et al., 2013b) (factor de impacto: 1.996). Este estudio tenia el objetivo de estudiar la influencia
de la edad de la menopausia en el procesamiento somatosensorial, doloroso y no doloroso, en
mujeres diagnosticadas con el sindrome de FM (n=74) y voluntarias sanas (n=32). Para tal fin,
se llevd a cabo una evaluacidn clinica incluyendo una entrevista sobre eventos relacionados
con la funcién hormonal femenina (menopausia, menarquia, toma de anticonceptivos,
tratamiento hormonal sustitutivo, dolor menstrual previo, etc.). La valoracion de la
sensibilidad se llevé a cabo con el protocolo QST, determinando y agrupando medidas de
umbrales somatosensoriales no dolorosos (tactiles y eléctricos) y dolorosos (mecdnicos y

térmicos por calor y frio).

Este estudio mostré diferencias significativas en la sensibilidad al dolor teniendo en
cuenta la edad de inicio de la menopausia. En particular, se observé que las pacientes con FM
mostraban una edad de inicio de la menopausia mas temprana que las voluntarias sanas (46.4
vs 49.3 afios, respectivamente). Asimismo, el estudio reveld que las pacientes con un inicio de
la menopausia anterior a los 49 afos de edad presentaban una mayor sensibilidad a los
estimulos somatosensoriales que las pacientes con inicio de la menopausia posterior a los 49
afios. Esta mayor sensibilidad se observd ante estimulos somatosensoriales tanto dolorosos
como no dolorosos. Estos resultados concuerdan con estudios previos (Waxman and Zatzkis,
1986; Pamuk et al., 2009) y sugieren que un periodo de exposicion menor a los estréogenos
puede contribuir al mantenimiento y agravamiento de fendmenos como la alodinia e
hiperalgesia. Esta hipodtesis parece estar también apoyada por estudios en los que un aumento
en la incidencia de dolor crdnico se asocia a una reduccidon de los niveles de estrégenos a
través de la administracién de inhibidores de la aromatasa (encima encargada de la conversién

de andrdégenos en estrégenos) (Magliano, 2010).

Existen diversos mecanismos a través de los cuales los cambios hormonales asociados a
la menopausia podrian modular la respuesta al dolor y la sensibilizacidon central en pacientes
con dolor crénico. Asi, por ejemplo, se ha observado en estudios de neuroimagen que existen
diferencias de género y de edad en la unién de receptores p-opioides, con una mayor densidad
de estos receptores en diversas regiones cerebrales en mujeres pre-menopdausicas. La
densidad de receptores parece disminuir en mujeres post-menopdausicas hasta niveles

inferiores a los observados en hombres (Zubieta et al., 1999). Asimismo, se ha descrito una
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reducida disponibilidad de receptores opioides durante estimulacién ténica dolorosa en
diversas regiones cerebrales relacionadas con el procesamiento del dolor entre pacientes con
FM en comparacidon con voluntarios sanos (Harris et al., 2007). Estos datos sugieren que un
menor tiempo de exposicidn a los estrégenos durante la etapa reproductiva, como ocurre en
las mujeres con FM que presentan menopausia temprana, podria haber conducido a una
regulacién a la baja de receptores p-opioides en el cerebro y, por tanto, a una incrementada
hipersensibilidad al dolor en comparacién con las pacientes que experimentaron la
menopausia a edades mas tardias. Finalmente, observamos que las pacientes con FM y
menopausia temprana presentaban una mayor interferencia del dolor que las pacientes con
menopausia tardia. En este sentido, es posible que un episodio traumdtico como la
menopausia precoz o quirdrgica pueda ejercer un alto impacto psicosocial agravando los

sintomas del dolor crénico.
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3.3 Estudio 3: BDNF Val66Met polymorphism impacts Stress Resilience and Placebo

Response through Nucleus Accumbens Dopamine Neurotransmission

Los trabajos tercero y cuarto de la tesis doctoral se llevaron a cabo para conocer la influencia
de polimorfismos genéticos funcionales de Unico cambio nucleotidico (SNPs) en la actividad
dopaminérgica (estudios 3 y 4) y opioide (estudio 4) en respuesta a un estimulo de dolor
sostenido y en fenotipos implicados en la respuesta de analgesia inducida por la
administracion de un placebo. El tercer trabajo se encuentra bajo revision en la revista
Archives of General Psychiatry (factor de impacto: 14.179). Este trabajo tenia como objetivo
determinar el impacto polimorfismo funcional Val66Met del gen que regula el factor
neurotréfico derivado del cerebro o BDNF, en los rasgos de vulnerabilidad y las respuestas a
los acontecimientos negativos y estresantes (procesamiento del dolor y la anticipacién de una
situacién estresante) y experiencias gratificantes (alivio de dolor por la administracion de un
placebo, y la anticipacién de una recompensa monetaria), en el circuito de VTA-NAc, sobre la
actividad de los receptores dopaminérgicos D,/D; y la sefial BOLD. Para ello, 72 voluntarios
sanos fueron genotipos para el polimorfismo Val66Met. A fin de explorar la respuesta del
sistema dopaminérgico durante el procesamiento del dolor y su modulacién por placebo, se
llevaron a cabo dos experimentos mediante PET en una submuestra de 57 participantes,
administrando el radiotrazador [''C] raclopride y realizados en orden contrabalanceado. El
primero consistié en la administracidon de un salino hipertdnico para generar dolor sostenido a
una intensidad constante. En el segundo, se aplicd el mismo estimulo acompanado de un
placebo. La evaluacién subjetiva de la experiencia de dolor se realizé cada 15 segundos y al
finalizar la prueba mediante diversas escalas. Cada experimento PET tuvo una duracion de 90
minutos. Ademas, se evaluaron los rasgos de personalidad y se llevd a cabo una sesion
adicional con registro de fMRI durante la realizacidon de una tarea de incentivo monetario o

MID (del inglés Monetary Incentive Delay).

Los resultados de este estudio mostraron una mayor activacion (seiial BOLD) del VTA
durante la anticipacidon de sucesos negativos como la pérdida monetaria en los participantes
portadores del alelo met66, en comparacion con homozigotos para el alelo val66. Asimismo, se
observd que las mujeres portadoras del alelo met66 presentaron mayor vulnerabilidad al
estrés, caracterizada por elevadas puntuaciones en depresiéon y ansiedad, valoraciones
subjetivas de dolor, bajas puntuaciones de resiliencia y baja analgesia inducida por placebo, en
comparacion con hombres portadores del alelo met66 o con las mujeres homocigotas para el

alelo val66. Ademads, los portadores del alelo met66 reflejaron una mayor activacion
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dopaminérgica en el circuito VTA-NAc durante el procesamiento de un estimulo nociceptivo y
menor activacién en la condicidn de placebo. Finalmente, la activacién dopaminérgica durante
el procesamiento del estimulo doloroso correlaciond con la estimacién de dolor, mientras que
la desactivacién durante la condicidén de placebo correlaciond con la analgesia inducida por el
mismo, en los portadores del alelo met66. Por otra parte, se encontré que los hombres
portadores del alelo met66 no presentaban diferencias en las puntuaciones de vulnerabilidad y
resiliencia o en las estimaciones de dolor y la respuesta de analgesia asociada al placebo con

respecto a los homocigotos para el alelo val66, o bien presentaban diferencias opuestas.

En primer lugar, estos resultados demuestran que el alelo met66 del gen BDNF (que
disminuye el trafico intracelular de la proteina y su liberacion) modula la actividad
dopaminérgica en el circuito VTA-NAc. Este resultado concuerda con estudios previos en
animales que sefialan que la supresion del gen BDNF interactta con la actividad dopaminérgica
en el estriado y que dicha sefalizacion mediada por el BDNF en el circuito VTA-NAc se asocia
con un fenotipo de vulnerabilidad y estrés social (Berton et al., 2006; Krishnan et al., 2007,
Miczek et al., 2011). Finalmente, estos resultados apoyan las observaciones previas realizadas
en pacientes depresivos en los que se relacionan niveles reducidos de BDNF con los sintomas
de anhedonia (Duman and Monteggia, 2006). Estos efectos podrian representar un ejemplo de
activacion del circuito VTA-NAc durante las respuestas de vigilancia y reactividad al entorno
(Valenti et al., 2011). También se observd un incremento en la activacién (sefial BOLD) en el
hipocampo durante la anticipacidn de acontecimientos estresantes (pérdidas monetarias) en
portadores del alelo met66. En segundo lugar, nuestros resultados ponen de manifiesto que
los efectos del polimorfismo Val66Met en la respuesta al dolor y su modulacién por placebo se
encuentran en parte, mediados por el género de los sujetos. En este sentido, los resultados de
esta investigacién ese encuentran en consonancia con experimentos previos realizados en
ratones que muestran que la reduccion de los niveles de BDNF provoca mayor sensibilidad a la
ansiedad en hembras que en machos (Autry et al., 2009). Por otro lado, cabe destacar que ya
existen indicios de que las hormonas sexuales juegan un papel relevante en la regulacién de la
sefializacion de la proteina BDNF (Miranda et al., 1993). Asimismo, un estudio reciente en
voluntarios sanos ha puesto de relieve que reducidos niveles de BDNF se encuentran
relacionados significativamente con bajos umbrales de dolor en mujeres, con efectos opuestos
observados en hombres (Stefani et al., 2012). Finalmente, la relacidn entre el polimorfismo, la
actividad dopaminérgica y las respuestas al dolor del presente estudio se encuentran
relacionadas con la observacidon de que los pacientes con dolor crénico presentan niveles

significativamente elevados de BDNF. En conclusidn, la presencia de alelos met66 en mujeres
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podria constituir un factor de riesgo para condiciones patolédgicas donde las diferencias de
género han sido ampliamente documentadas, tales como el dolor crénico y los trastornos del

estado de animo.
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3.4 Estudio 4: FAAH selectively influences placebo effects

El cuarto trabajo que se presenta en esta tesis doctoral ha sido publicado en la revista
Molecular Psychiatry (Nature Publishing Group), con un factor de impacto de 14.897. El
objetivo del estudio era explorar el rol del polimorfismo funcional C385A del gen que codifica
para la enzima amidohidrolasa de acidos grasos o FAAH, responsable del metabolismo de
endocannabinoides. Para ello, se llevaron a cabo cuatro experimentos mediante PET
empleando los radiotrazadores ["'C] raclopride y ["'C] carfentanil para el estudio de la
respuesta dopaminérgica y opiadérgica, respectivamente. Se utilizd el mismo paradigma
descrito previamente y se incluyd un analisis de las imagenes de PET durante la administracion
del estimulo doloroso (salino hiperténico), con y sin placebo. Las sesiones de cada

experimento tuvieron una duracién de 90 minutos.

Este estudio reveld6 una mayor activacién del sistema opioide durante el
procesamiento del dolor en la condicién placebo en homocigotos 385C/C (Pro129/Pro129).
Este alelo esta asociado a una mayor actividad de la enzima FAAH vy, por consiguiente, a
reducidos niveles de endocannabinoides (eCBs) (Sipe et al., 2002; Chiang et al., 2004).
Concretamente, se observd que los sujetos homocigotos 385C/C mostraron mayor analgesia
inducida por placebo y mayor activacion del sistema opioide durante la condiciéon de placebo
en diversas regiones cerebrales (NAc, caudado-putamen, talamo, insula anterior, cingulo
anterior dorsal y rostral, corteza orbito-frontal, corteza prefrontal medial y dorsal vy
parahipocampo) que los portadores de alelos 385A. Dicha activacidn se correlacioné con la
reduccion en la intensidad de dolor asociada a la administracién del placebo. Ademas, los
resultados indicaron que el efecto aparecia en el sistema opioide durante la respuesta al
placebo, pero no en el sistema dopaminérgico, ni durante el procesamiento del estimulo

doloroso en ausencia de placebo.

Estos resultados concuerdan con estudios previos que demuestran que los bajos
niveles crénicos de eCBs, una situacidon paralela a la observada en homozigotos 385A/A,
pueden inducir decrementos compensatorios en la densidad de receptores CB1, lo que a su
vez podria reducir la respuesta del sistema opioide por medio de interacciones entre ambos
receptores (u-opioides y CB1) (Parolaro et al., 2010). Estos resultados estan en concordancia
con los hallazgos proporcionados por dos lineas de investigacion en el estudio de los eCBs. Por
un lado, apoya parcialmente los resultados de diversos estudios demostrando que los eCBs
interactlan con el sistema opioide para modular la respuesta al dolor (Guindon and Hohmann,

2009; Parolaro et al., 2010). En este caso, nuestros resultados sobre la interaccion entre los
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sistemas opioide y cannabinoide sélo serian validos para explicar la respuesta de analgesia por
placebo y no la respuesta durante el procesamiento del dolor. Por otro lado, los resultados de
este estudio estdn en consonancia con aquellos estudios que postulan la implicaciéon de
ambos sistemas en el procesamiento de la recompensa (Fattore et al., 2010) y en la analgesia
inducida por estrés (Butler et al., 2008). En este sentido, cabria pensar que la respuesta de
analgesia por placebo es una respuesta que implica un reforzamiento negativo y que, por
tanto, la interaccidn entre los sistemas opioide y cannabinoide durante la condicion placebo
estaria relacionada con el valor heddénico que adquiere dicha analgesia. En consonancia, los
resultados de este estudio indican que el polimorfismo del gen FAAH modula la actividad
opioide y las valoraciones subjetivas de dolor sélo durante la condicidn placebo. Un resultado
similar ha sido descrito en un estudio con voluntarios sanos mostrando que el polimorfismo
C385A no estaba asociado a los umbrales de dolor por estimulacién térmica (Kim et al., 2006).
No obstante, estos resultados contrastan con los obtenidos en animales en los que se ha
observado que la inhibicién de la enzima FAAH se asociaba a un fenotipo hipoalgésico mediado
por el receptor CB1 (Cravatt et al., 2001; Lichtman et al., 2004b; Lichtman et al., 2004a). En
conclusion, los resultados sugieren que este marcador genético estd implicado en el
procesamiento del dolor y el placebo por mediacién del sistema p-opioide, pero no por
mediacién del sistema dopaminérgico. Finalmente, las aportaciones derivadas de este estudio
sugieren la posibilidad de que este marcador se encuentre implicado en las diferencias
interindividuales en la respuesta a tratamientos analgésicos, pudiendo ayudar a identificar

aquellos pacientes con resistencia al tratamiento.
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3.5 Estudio 5: Temporal dissociation in the brain processing of pain and anger faces

with different intensities of emotional expression

Los trabajos quinto y sexto se llevaron a cabo para conocer la modulacién psicosocial en la
actividad cerebral eléctrica asociada a la observacion de expresiones faciales (enfado y dolor) y
experiencias somatosensoriales (tacto y dolor) en otras personas. El quinto estudio fue
publicado en la revista Pain (factor de impacto: 5.777) (Gonzdlez-Roldan et al., 2011). El
objetivo del estudio fue explorar la dindmica de la actividad cerebral desencadenada por
expresiones faciales de dolor y enfado con diferentes niveles de intensidad expresiva. Para
ello, se llevd a cabo el registro de la actividad electroencefalografica (EEG) en 20 voluntarias
sanas y se analizaron los potenciales evocados visuales (VEPs) mientras visualizaban rostros
con expresién neutra, de dolor y de enfado. Ademas, se pidi6 a las participantes que valoraran
la valencia (nivel de agrado o desagrado) y la activacidn o arousal que les provocaba cada
imagen. Por ultimo, también se llevaron a cabo andlisis de la frecuencia de la sefial de EEG

correspondiente a cada categoria e intensidad de la expresién facial.

Los resultados del estudio revelaron que las expresiones faciales de dolor fueron
consideradas como mas desagradables y activantes que las expresiones de enfado y neutras,
para todos los niveles de intensidad de la expresién facial. Ademas, las expresiones faciales de
dolor y enfado de intensidad media y alta fueron percibidas como mas desagradables y
activantes que las de baja intensidad. Los resultados de los potenciales evocados visuales
(VEPs) reflejaron que las expresiones faciales de dolor desencadenaban mayor amplitud en
latencias entre 350 y 550 ms en zonas centrales (promedio de los electrodos C3, Cz y C4),
mientras que las expresiones de enfado provocaban una mayor amplitud del componente
P200 en éreas occipitales (promedio de los electrodos O1, Oz y 02). Por otro lado, los analisis
de tiempo-frecuencia mostraron mayor incremento de actividad theta entre los 200 y 400 ms
en areas frontales (F3, Fz y F4), centrales (C3, Cz y C4) y parietales (P3, Pz, P4) durante la
visualizacidon de expresiones de enfado y dolor de alta intensidad en comparacién con las

expresiones de baja intensidad.

El incremento en las amplitudes de los VEPs, asi como en la actividad theta asociada a
las expresiones faciales de alta intensidad, parecen reflejar un mecanismo cerebral para la
facilitacion del procesamiento sensorial y posterior almacenamiento mnésico de aquellos
estimulos motivacionalmente relevantes (Olofsson et al., 2008). Por otro lado, el incremento
en la amplitud de componentes positivos en latencias mas tardias es uno de los indicadores

mas estables del procesamiento de estimulos afectivos altamente activantes (Cuthbert et al.,
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2000; Keil et al., 2002). Dado que las expresiones de dolor desencadenaron mayor actividad en
estas latencias, los resultados sugieren que podrian estar siendo interpretadas como estimulos
motivacionalmente mas relevantes que las expresiones de enfado. No obstante, dado que las
expresiones de dolor fueron calificadas como mas desagradables y activantes que las de
enfado para todos los niveles de intensidad, no fue posible determinar si las diferencias en el
procesamiento cerebral son debidas al componente de valencia o al de activacion (arousal) de
las mismas. Por otro lado, desde una perspectiva evolutiva, tanto las expresion de enfado
como de dolor podrian tener una funcién social relacionada con el procesamiento de estimulos
amenazantes. En este sentido, visualizar la expresién de dolor agudo puede estar asociado a
una respuesta de empatia en el observador. Esta interpretacién concuerda con estudios
previos que reflejan que el incremento de amplitudes de los VEPs en latencias posteriores a los
350 ms parece estar relacionado con una respuesta de empatia desencadenada al juzgar la
experiencia de dolor observada en otros (Fan and Han, 2008). Por su parte, el incremento en la
amplitud del componente P200 durante la visién de expresiones de enfado parece reflejar un
mecanismo de deteccion de estimulos amenazantes (Carretié et al., 2001; Eimer et al., 2003;
Ashley et al., 2004; Kubota and Ito, 2007), considerado como un indicador automatico
atencional. Finalmente, los distintos patrones de activacion evocados por la visién de
expresiones faciales de enfado y dolor sugieren la presencia de dos mecanismos cerebrales
diferenciados para el procesamiento y reconocimiento de estas dos emociones. Esta
interpretacion concuerda con estudios de neuroimagen que revelan dos redes cerebrales
diferenciadas, implicadas en el procesamiento de dolor (Apkarian et al., 2005; Tracey and

Mantyh, 2007) y enfado (Britton et al., 2006).
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3.6 Estudio 6: Somatosensory activity modulation during observation of other's pain
and touch
El sexto y ultimo estudio ha sido publicado en la revista Brain Research (factor de impacto:
2.739) (Martinez-Jauand et al., 2012). El objetivo del estudio era conocer si la observacion de
dolor y tacto en otros es capaz de modular los potenciales evocados somatosensoriales (SEP)
desencadenados por estimulacién tactil en un grupo de voluntarias sanas (n=23). Para ello se
registro la actividad electroencefalografica (EEG) mientras las participantes observaban video-
clips representando una mano que estaba siendo penetrada por una aguja (condicién de
dolor), presionada por un bastoncillo (tacto) o en reposo en ausencia de estimulacion
(condicién de mano en reposo). Ademads, se pidid a los participantes que estimaran la
intensidad de la reaccion emocional propia inducida por cada pelicula (aversion) y la intensidad
y desagrado de la estimulacién fisica supuestamente experimentada por el modelo de las

mismas.

Los resultados del estudio indicaron que la visién de experiencias somatosensoriales
(dolor y tactil) modulaba la amplitud de los SEPs. Concretamente, se observé que la visidn de
video-clips que mostraban la mano de un modelo mientras era presionada por un bastoncillo
(condicién de tacto) o pinchada por una aguja (condicién de dolor) desencadenaba mayores
amplitudes del componente P50 en electrodos centro-parietales sobre el hemisferio
contralateral a la estimulacién, que la mera vision de la mano en ausencia de estimulacidn. Los
resultados de las estimaciones subjetivas corroboraron que los video-clips de dolor fueron
calificados como mas desagradables que los videos de tacto. Asimismo, la amplitud del
componente P50 durante la visidon de los videos de dolor y tacto correlaciond con la estimacion

subjetiva de desagrado experimentado durante la visualizacién de estos mismos video-clips.

Estos datos concuerdan con estudios que reflejan que la observacién de una
experiencia corpdérea en otros puede influir en el estado somatico del propio observador
(Keysers et al., 2010). Dado que los video-clips de tacto y dolor difieren en el desagrado que
provocan, el efecto modulatorio podria estar reflejando un mecanismo atencional
desencadenado durante el procesamiento de informacidon viso-tactil en general, y no
especifico para el procesamiento del dolor. De hecho, la novedad de este estudio reside en
que la modulacion observada fue independiente del caracter nociceptivo de la estimulacion
experimentada por el modelo de los video-clips. En linea con esta interpretacién, el aumento
en la amplitud del componente P50 correlaciond con las puntuaciones en la escala Toma de
Perspectiva del IRI (Davis, 1996). Este resultado sugiere que aquellos individuos mas capaces

para adoptar la perspectiva del otro son, asimismo, los que se tornan mas vigilantes de sus

41



Factores genéticos y psicosociales implicados en la modulacién del dolor | 2013

propias experiencias somaticas. No obstante, los resultados obtenidos en este estudio parecen
ir parcialmente en contra de los resultados obtenidos en estudios previos. Por ejemplo,

Bufalari y colaboradores (Bufalari et al., 2007), empleando un paradigma similar, mostraron

incrementos del componente P45 elicitado por estimulos eléctricos no dolorosos durante la
visualizacidn de videos de dolor, mientras que la visualizacidn de la condicién de tacto provocé
una inhibicién de este mismo componente. De modo similar, Cheng y colaboradores (Cheng et
al., 2008) mostraron una mayor activacion de la corteza somatosensorial primaria durante la
observaciéon de situaciones dolorosas en comparacion con la observacién de situaciones
similares, pero que no comportan dolor. Estas diferencias podrian explicarse por diversos
factores tales como diferencias en la estimulacion empleada para evocar los SEPs en los
participantes (eléctrica vs. pneumatica), la congruencia entre éstas y la estimulacion

observada en los video-clips de dolor y tacto (pinchazo vs. presién del hisopo), o la perspectiva

desde la que fueron visualizados (egocéntrica vs. alocéntrica).

En definitiva, los resultados de los estudios 5 y 6 sugieren la posibilidad de que los
pacientes con dolor crénico presenten una exacerbada modulacién social de la actividad
cerebral como consecuencia de los fendmenos de hiperexcitabilidad y sensibilizacion central
caracteristicos en estos pacientes (Fitzgibbon et al., 2012). En este sentido, esta nueva
hipdtesis plantea la utilidad de estos paradigmas para ahondar en el estudio de la modulacion

social de los mecanismos centrales implicados en la cronificacidn del dolor.
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4. Discusion general y lineas futuras

A continuacion se integraran las aportaciones de los diferentes estudios llevados a cabo en
esta tesis doctoral, asi como las futuras perspectivas que se plantean en base a los resultados

obtenidos y a los intereses suscitados después de realizar estas investigaciones.

4.1 Discusion general

Las aportaciones derivadas de la presente tesis resaltan la influencia de los factores genéticos
y psicosociales en el dolor. Los mecanismos responsables de la activacion espontanea y
prolongada de la percepciéon del dolor parecen, por tanto, responder a fenédmenos complejos
de indole variada. Desde una aproximacién multidimensional al problema del dolor crénico, un
primer determinante es la carga genética de los individuos, condicionada a su vez por la
filogenia de la especie. Esta diferente carga genética podria ser responsable de claras
diferencias raciales y poblacionales en la respuesta al dolor. Ademads, estos marcadores
genéticos podrian determinar nuestra predisposicion a que los diversos mecanismos de
cronificacion del dolor lleguen o no a instaurarse con el tiempo. No obstante, los
polimorfismos genéticos no son los Unicos factores que determinan la sensibilidad al dolor. La
expresion de los genes es claramente dependiente del entorno del individuo y la funcion para
la que estaban programados en el cédigo genético puede que no se corresponda con su
funcién final. En este sentido, las influencias epigenéticas, entendidas como todos aquellos
factores no genéticos que intervienen en la ontogenia de un individuo, adquieren un papel
determinante en la respuesta al dolor y su cronificacidn. Podriamos aqui destacar el género y
el entorno social. Respecto al primero, las influencias e interacciones entre el género del
individuo y su carga genética son claras y muy variadas, pudiendo exacerbar algunos fenotipos
y atenuar otros. Es mas, las diferencias de género determinadas por el efecto de hormonas
sexuales y sus interacciones con otros sistemas son de suficiente magnitud para explicar, por si
solas, las diferencias en la respuesta al dolor crénico. En relacién al segundo punto y en
estrecha conexidn con el género del individuo, se encuentra el entorno social del individuo v el
aprendizaje que se desarrolla en el mismo. Este entorno va a determinar estilos de
comportamiento, cogniciones y emociones individuales, que de igual modo van a condicionar
nuestra respuesta al dolor, pudiendo nuevamente exacerbarla o suprimirla. Estos factores se
combinan dando lugar a una marcada variabilidad interindividual en la respuesta al dolor y en
el riesgo al dolor crénico. Finalmente, la presencia de distintas enfermedades o estados de

enfermedad har4d, de la respuesta al dolor, un fenédmeno todavia mas complejo y variable.
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Las aportaciones de los trabajos de la presente tesis subrayan la naturaleza
multidimensional de la respuesta y cronificacion del dolor. De este modo, las investigaciones
llevadas a cabo han permitido resaltar el peso de factores genéticos en las pequefas
variaciones en la misma (estudios 1, 3 y 4). También han permitido conocer que un evento
dependiente del género como es la transicibn hacia la menopausia contribuye
significativamente a explicar dicha variabilidad (estudio 2) y que tanto los factores genéticos
como los relacionados con el género parecen interactuar para modular esta respuesta (estudio
3). Los trabajos derivados de la tesis también han permitido contribuir al avance en la
comprension de la modulacién psicosocial del dolor, reflejando cdmo la mera observacion del
dolor y experiencias somatosensoriales en otros puede modificar nuestra respuesta vy
procesamiento cerebral (estudios 5 y 6). En conjunto, estas aportaciones enfatizan la
necesidad de una aproximacidn futura que permita indagar las interacciones genéticas, y
epigenéticas, hormonales y psicosociales, que conduzcan a una comprension mas precisa del

dolor crénico y sus mecanismos de instauracidon y mantenimiento.

4.2 Lineas actuales y futuras

Los estudios previamente descritos y discutidos han abierto nuevas colaboraciones y lineas de
investigacion. En este sentido, los resultados obtenidos en el estudio 1 han motivado el inicio
de tres nuevos estudios para ahondar en el andlisis de la influencia de marcadores en el gen
COMT sobre la percepcion del dolor. Un primer estudio se ha llevado a cabo gracias a la
colaboracién con la Fundacidon Kovacs y ha consistido en ampliar la muestra de estudio,
incluyendo pacientes con dolor crénico lumbar. En este estudio, se ha aplicado el mismo
protocolo de evaluacion y andlisis genéticos descrito anteriormente a una muestra adicional
de 124 pacientes con dolor crénico lumbar que iban a ser sometidos a neurorreflejoterapia.
Ademas, este estudio tiene por objeto explorar la respuesta a dicho tratamiento segun la carga
genética de los participantes, mediante evaluaciones del dolor clinico pre y post-tratamiento.
El objetivo del segundo estudio es explorar los factores genéticos implicados en la actividad
cerebral asociada al procesamiento del dolor. Para ello, ya se han realizado registros de EEG en
40 pacientes seleccionadas segun la carga genética en el polimorfismo Vall58Met, asi como
los haplotipos del gen COMT previamente descritos. El paradigma experimental ha consistido
en la presentacidn de estimulos tactiles y eléctricos junto con estimulacién dolorosa térmica
en laterales opuestos del cuerpo. Este paradigma permite examinar la modulacién inhibitoria

enddgena a través de vias descendentes de modulacién del dolor. Esta respuesta ha sido
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denominada efecto DNIC (del inglés Diffuse Noxious Inhibitory Control), el cual ha sido
propuesto como una medida psicolégica con elevada relevancia clinica para la caracterizacion
de la capacidad de una persona para modular el dolor y con ello, la capacidad para desarrollar
cuadros de dolor (Pud et al., 2009). Ademas, en este estudio se ha llevado a cabo la recogida
de muestras de saliva para poder realizar el andlisis de los niveles de hormonas sexuales

femeninas que permitan ahondar en las relaciones observadas en el estudio 2.

Un tercer estudio se ha puesto en marcha con el objetivo de explorar diferencias en la
conectividad cerebral funcional relacionada con la carga genética en el gen COMT. Para tal fin
se llevaron a cabo 34 registros de fMRI en pacientes con FM que previamente participaron en

el estudio 1, mientras realizaban una tarea de reposo.

A pesar de que los tres estudios mencionados anteriormente se encuentran
actualmente en marcha, algunos datos preliminares apuntan de nuevo a diferencias
significativas en el procesamiento cerebral del dolor en funcidn de la carga genética en el gen
COMT, asi como en otros genes analizados (por ejemplo, el OPRM1). La experiencia adquirida
mediante estos estudios también ha permitido establecer colaboraciones con otras
universidades, entre ellas la Universidad de Zaragoza, permitiendo asi ampliar el banco de
muestras de pacientes a mds de 500, lo que permitird ahondar en los factores genéticos
implicados en las caracteristicas clinicas de los pacientes con dolor crénico. Actualmente, todas
estas muestras han sido ya analizadas en los polimorfismos descritos en el estudio 1.
Asimismo, se ha iniciado el anadlisis de nuevos polimorfismos, entre ellos el polimorfismo
A118G del gen que codifica para el receptor p-opioide y el polimorfismo C385A del gen FAAH
explorado en el estudio 4. Posteriormente, se contempla analizar otros polimorfismos tales
como el Val66Met del gen BDNF. En este ultimo caso, los efectos dependientes del género en
un fenotipo de vulnerabilidad observado en el estudio 3, sugieren que este marcador podria
contribuir a explicar las diferencias de género observadas en la sensibilidad al dolor y la
prevalencia de la condiciones de dolor crénico y alteraciones del estado de animo que la
acompaian. De hecho, un estudio reciente ha revelado resultados similares en esta misma
linea, indicando que los niveles de BDNF se asocian a umbrales de dolor de forma opuesta en
hombres y mujeres (Stefani et al., 2012). Entre las lineas futuras de trabajo, se incluye el
explorar en pacientes con dolor crénico de espalda las diferencias dependientes del género en
la incidencia, sensibilidad al dolor y respuesta al tratamiento en funcidn del genotipo de los

individuos en este polimorfismo.
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Por ultimo, otras lineas futuras comprenden el disefio de un microarray de ADN que
permita una exploracion mas profunda de los marcadores genéticos, no sélo en la
sintomatologia dolorosa, sino también en la presencia de sintomas concomitantes tales como
ansiedad, depresién y problemas de suefio, asi como en la respuesta a farmacos y su
metabolismo. Hasta la fecha, se ha iniciado el disefio de un microarray que contiene

marcadores implicados en dolor incluyendo marcadores ancestrales informativos o AlMs.

En cuanto a los estudios 5 y 6, los resultados obtenidos plantean el interrogante de si en
pacientes con dolor crénico el patrén de actividad cerebral en respuesta a la visién de dolor en
otros varia respecto a lo observado en voluntarios sanos. Por el momento, se han realizado
modificaciones en el paradigma para solventar parte de las limitaciones encontradas. No
obstante, diversos estudios plantean que la sensibilizacion central e hiperexcitabilidad cortical
previamente observada en estos pacientes y que da lugar a bajos umbrales al dolor, también
se manifestara en una mayor actividad cerebral durante la observacién de dolor o experiencias
somatosensoriales en otros, pudiendo incrementar la percepcién de dolor en uno mismo

(Fitzgibbon et al., 2012).

Finalmente, algunos resultados obtenidos mediante los trabajos de la presente tesis, en
particular, el estudio 1 han permitido establecer un contrato de transferencia de la
Universidad de las Islas Baleares (UIB) con el sector empresarial. El objetivo de la transferencia
de resultados es la evaluacion clinica estandarizada de pacientes con dolor crénico, incluyendo
medidas de sensibilidad al dolor, una evaluacién psicosocial, marcadores y haplotipos
genéticos, todo ello a partir de los protocolos disefiados y de los resultados obtenidos. A su
vez, estos datos estan siendo utilizados en colaboracidn con el Grupo de Arquitectura y
Comportamiento de Sistemas Informaticos y de Comunicaciones del Departamento de
Matematicas e Informatica de la UIB para el desarrollo de un proyecto de master que permita
llevar a cabo una herramienta digitalizada de dicho protocolo, que a su vez integre reglas
ontoldgicas para dar soporte al prondstico, diagndstico y tratamiento de pacientes con dolor

croénico.
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5. Conclusiones finales

¢ Hay una mayor frecuencia de genotipos y haplotipos asociados a una baja funcién de la
enzima COMT y una alta sensibilidad al dolor en pacientes con fibromialgia en
comparaciéon con voluntarias sanas. Ademas, las pacientes portadoras de estas
variantes genéticas exhibieron una mayor sensibilidad a estimulos dolorosos de
diversas modalidades sensoriales (térmicos y mecanicos), asi como mayores niveles de
ansiedad. Estos resultados dan soporte a estudios previos, corroborando una
implicacion del gen COMT en el riesgo a desarrollar dolor crénico, asi como en la alta
sensibilizacion a estimulos dolorosos. Estos marcadores y haplotipos genéticos podrian
dar soporte a la estratificacion de pacientes con fibromialgia en subgrupos con distinto
perfil clinico.

e Las pacientes con fibromialgia experimentaron la transicién hacia la menopausia a
edades mds tempranas que las voluntarias sanas. Ademds, las pacientes con
fibromialgia que experimentaron la menopausia de forma temprana exhibieron mayor
sensibilidad tanto a estimulos dolorosos como no dolorosos, sugiriendo que un
intervalo reducido de exposicion a estrégenos y otras hormonas frecuentes en la etapa
reproductiva de la mujer, puede constituir bien un factor de riesgo que predisponga a
sufrir sindromes de dolor crénico, o bien actie agravandolos.

e El alelo met66 del polimorfismo Val66Met, asociado a una reducida funcién de la
proteina BDNF, se relaciond con un fenotipo de alta vulnerabilidad al estrés y una
mayor sefial BOLD en VTA durante la anticipacién de acontecimientos estresantes
(pérdidas monetarias). Ademas, en los portadores del alelo met66 se observd una
elevada respuesta al dolor y una elevada activacion del sistema dopaminérgico
durante el dolor sostenido, y una reducida activacion de este mismo sistema durante
la administracion de un placebo, asi como una reducida analgesia en respuesta al
mismo. Ademas, se observd que las diferencias asociadas a un fenotipo de
vulnerabilidad se veian potenciadas en mujeres, pero anuladas o incluso opuestas en
hombres, lo que sugiere que este marcador genético podria constituir la base de las
diferencias de género ampliamente conocidas en el dolor crénico y los trastornos del
estado de animo.

¢ El genotipo del polimorfismo C385A previamente asociado a una reducida actividad de
la enzima FAAH, y por consiguiente, a elevados niveles de endocannabinoides, se ha

asociado a una reducida respuesta placebo y reducida activacidn del sistema p-opioide
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en diversas regiones cerebrales durante la administracién de un placebo para el dolor,
sin diferencias observadas durante la experiencia de dolor en ausencia de placebo, ni
en la activacién de receptores dopaminérgicos. Los datos indican que los elevados
niveles crénicos de endocannabinoides asociados a este genotipo, podrian dar lugar a
decrementos compensatorios en la densidad de receptores cannabinoides CB1, los
gue a su vez interactlan de diversos modos posibles con los receptores opioides. De
este modo, los resultados sugieren que este marcador genético estd implicado en la
modulaciéon del dolor y la respuesta al placebo por mediacién del sistema p-opioide,
pero no por mediacion del sistema dopaminérgico. Asimismo, este estudio plantea la
posibilidad de que este marcador module las diferencias interindividuales en la
respuesta a tratamientos analgésicos en general, y opiadérgicos en particular.

e El contexto social modula la actividad cerebral eléctrica en respuesta a estimulos
somatosensoriales y visuales. Mientras la visualizacién de experiencias
somatosensoriales en otros no modula diferencialmente Ila informacién
somatosensorial en funcion del cardcter doloroso o no doloroso de dicha experiencia,
la visualizacion de rostros reflejando dolor y enfado si consigue modular

diferencialmente la actividad cerebral.

Final conclusions

e There is a higher frequency of genotypes and haplotypes associated with low COMT
enzyme function and high sensitivity to pain in fibromyalgia patients compared to
healthy volunteers. In addition, patients carrying these genetic variants exhibited
increased sensitivity to painful stimuli of various sensory modalities (thermal and
mechanical) and higher levels of anxiety trait. These results support previous studies,
confirming involvement of the COMT gene in the risk of developing chronic pain, as
well as the high sensitization to painful stimuli. These genetic markers may support the
stratification of fibromyalgia patients in subgroups with different clinical profiles.

e Fibromyalgia patients experienced an earlier age-of-onset of menopause than healthy
volunteers. In addition, patients with fibromyalgia who experienced early menopause
exhibited increased sensitivity to painful and non-painful stimuli, suggesting that an
early transition to menopause (shortening the time of exposure to estrogens and other
female sex hormones), can be a predisposing factor for chronic pain, and pain

maintenance.
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e The allele met66 of the Val66Met polymorphism, associated with a reduced BDNF
protein function, was related with a phenotype characterized by high vulnerability to
stress, high VTA BOLD response during anticipation of stressful life-events (monetary
losses), high response to pain and high activation of the dopaminergic system during
sustained pain, and reduced activation during administration of a placebo and placebo-
induced analgesia. Moreover, most of these differences were enhanced in women but
nullified or even were found to be the opposite in men, suggesting that this genetic
marker may represent the basis of the widely known gender differences in the risk of
depression among women compared to men.

e The genotype in the C385A polymorphism previously associated to a low activity of the
FAAH enzyme, and therefore increased levels of endocannabinoids, has been
associated with a reduced activation of the u-opioid system in various brain regions
during placebo administration for pain, with no differences observed during sustained
pain experience without placebo administration, neither in the activation of dopamine
receptors. These data indicate that elevated chronic levels of endocannabinoids,
associated with this genotype, may be related to compensatory reductions in CB1
cannabinoid receptors density, which in turn interact with opioid receptors. Thus, the
results suggest that this genetic marker is involved in the modulation of pain response
and reward through effects on u-opioid system, but not through the dopamine reward
system. This study also raises the possibility of this marker to underlie interindividual
differences in the response to pain relief, and more especially, in the response to
opiadergic drugs.

e Social context modulates brain electrical activity in response to visual and
somatosensory stimuli. While observation of somatosensory experiences in others
modulates own somatosensory processing irrespective of whether participants were
observing either a painful or non-painful bodily sensation, brain activity elicited by

affective faces was differentially modulated by pain and anger.
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