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Introduccion

1. ASPECTOS HISTORICOS Y DEFINICION ACTUAL.

El termino fibromialgia (FM) procede del latin “fibra”, que hace referencia al tejido
fibroso, del griego “mio” (musculo) y de “algia” (dolor), por lo tanto, la FM se podria
definir como un dolor musculo esquelético, sin embargo, los criterios que definen la
fibromialgia son variados y consecuencia de un proceso que evoluciona en el tiempo
gue aun no se ha definido con exactitud.

En 1815, William Balfour, un cirujano de la Universidad de Edimburgo, ya
describié la FM como la presencia de nodulos o abultamientos en el musculo
“muasculo reumatico” atribuyéndolo a un proceso inflamatorio del tejido conectivo
(Fibrositis sindrome, 1989).

En 1843, el anatomista aleman Robert R. Floriep describio la existencia de unos
lugares “duros” dolorosos a la presion en los musculos de la mayoria de los pacientes
con reumatismo de partes blandas (Froriep R. et al., 1843; Julia Uceda Montafiés, et
al., 2000).

La primera definicion oficial de la enfermedad se atribuye al neurélogo britanico
Sir William Gowers, quien introdujo el términofibrositis” en 1904, definiendo la FM
como un proceso inflamatorio (Gowers WR., 1904). Paralelamente, Ralph Stockman,
de la Universidad de Glasgow, publicd diversos estudios en los que combinaba el
concepto de nodulos con el concepto de tejido conectivo inflamado. Examind
microscopicamente los nodulos dolorosos y los describi6 como inflamatorios:
“hiperplasia inflamatoria del tejido conectivo” (Stockman, R., 1904). A falta de otros
estudios que confirmaran dichos hallazgos, durante muchos afios el término fibrositis
domind la bibliografia en el campo de los sindromes musculares dolorosos.

Posteriormente, aparecen los conceptos de sindrome doloroso miofascial y el
reumatismo psicogeno para referirse a la FM. El sindrome doloroso miofascial, fue
introducido por Steindler, que mencionaba la existencia de los puntos dolorosos
caracteristicos de la FM (Steindler, A., 1938). Afios mas tarde, en 1952, Travell JG
terminaria de describir clinicamente el cuadro de dolor miofascial (Travell JG, et al.,
1983). En 1945, Kelly y colaboradores, trataron de explicar las caracteristicas de la
fibrositis, postulando su teoria refleja. En base a esta teoria, los impulsos que se
generan en la lesion tisular viajarian al sistema nervioso central (SNC), donde

tendrian lugar conexiones directas con otras células, desde donde estos impulsos
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viajarian antidromicamente y producirian dolor en el punto mialgico. Ademas, desde
estos puntos mialgicos se generarian impulsos que viajarian a areas de dolor referido.
Kelly postulaba que factores como el estrés o ciertas enfermedades podrian aumentar
la excitabilidad del SNC, favoreciendo el desarrollo de la FM (Kelly M. et al., 1945; M.
Lépez Espino et al., 2008).

Durante este periodo, diversos estudios anatomopatolégicos, realizados
fundamentalmente en la Clinica Mayo, descartaron la presencia de inflamacion en el
tejido conectivo de los pacientes con fibrositis. Esto dio lugar a que en 1947, Boland
introdujera el concepto de «reumatismo psicogeno 0 reumatismo tensional»,
basandose en la ausencia de hallazgos demostrables que justificasen la
sintomatologia, por lo que la FM se clasificO como una psiconeurosis (Manuel Lépez
Espino, et al., 2008)

Posteriormente, en 1975, Hench utilizé por primera vez el término fibromialgia
para resaltar la ausencia de signos inflamatorios, y la importancia de los fenomenos
dolorosos a nivel muscular, en algunas zonas concretas del cuerpo que se dan en
esta enfermedad (Casanuev, B., 2007). Esto ocasion6 el abandono progresivo del
término fibrositis.

El termino FM fue utilizado posteriormente por otros autores para desarrollar un
meétodo que cuantificara y discriminara este trastorno. Smythe & Moldofsky en 1977,
publicaron los primeros criterios diagnosticos de la FM (Smythe HA, et al., 1977), y
describieron la distribucion de los puntos dolorosos y posible repercusion en la calidad
del suefio y en los sintomas de fatiga asociados que se producen en los pacientes
con esta patologia.

En los aflos 90 la Sociedad Americana de Reumatologia, ACR (del inglés
“American College of Rheumatology”), establecid y publicé unos criterios de
clasificacion de la FM basados en la existencia de dolor crénico generalizado y de
determinados “puntos dolorosos”, o que permiti6 establecer un diagndstico mas
certero de la enfermedad, la realizacion de estudios cientificos mas fiables y la mejora
en el tratamiento de la misma (Wolfe F, et al., 1990).

Posteriormente, en 1992 el término FM fue reconocido por la Organizacion
Mundial de la Salud (OMS) (Quitner, 1992), y recogido en su manual de Clasificacion
Internacional de Enfermedades (CIE-10) otorgandole el codigo M79.0 (WHO, 1992).
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En 1994, la Asociacion Internacional para el Estudio del Dolor (IASP), clasifico la
FM dentro del grupo de Sindromes relativamente Generalizados (Merskey H, et al.,
1994), siendo reconocida como una enfermedad universalmente aceptada (Casanuev,
B., 2007)

En el afilo 2010, Wolfe y cols. publicaron unos nuevos criterios diagndsticos
para la FM ( Wolfe F, et al., 2010a), los cuales se encuentran en fase de evaluacion
en la actualidad. Mientras que los primeros criterios de la ACR del afio 1990 definian
la FM como una enfermedad crénica, exclusivamente dolorosa, actualmente se
considera como un sindrome, constituido por un conjunto de signos y sintomas, entre
los cuales el dolor es probablemente el mas importante o caracteristerisco de la
enfermedad.

Hasta ahora, no se han descrito los mecanismos fisiopatolégicos especificos de
la FM. Ademas, algunos sintomas de la FM son compartidos con otras enfermedades
qgue cursan con dolor crénico (Veale D, et al., 1991; Aaron LA, et al. 1994; Hasset AL,
et al., 2010Il), por lo que existen dudas de que la FM pueda considerarse como una
enfermedad con una fisiopatologia especifica y diferenciada (Hazemeijer | et al., 2003;
Aceves-Avila JJ. et al., 2004; Ferrari R, et al., 2007; Wolfe F et al., 2010 b).

Recientemente, la FM se ha relacionado con los llamados “sindromes de
sensibilizacién central” (SSC) (Yunus MB. 2008; Henningsen P, et al., 2007). En esta
linea, existen estudios que han puesto en duda la especificidad diagnostica de los
puntos dolorosos en la FM, ya que estos pueden variar en funcion del grado de
estrés psicolégico del paciente (Wolfe F et al.,, 2010b; Harden RN, et al., 2007). De
esta manera, cabe destacar, que la utilizacién del recuento de puntos dolorosos ha
sido excluida en los ultimos criterios diagndsticos de la ACR para la FM (Wolfe F, et
al., 2016).

2. DIAGNOSTICO Y CLASIFICACION CLINICA.

Los primeros criterios diagnésticos de la ACR fueron establecidos en 1990
(Wolfe F, et al., 1990), y fueron revisados 20 afios mas tarde por la misma institucion
(Wolfe F et al., 2010 b). Estos criterios (1990) se convirtieron en un modelo aceptado
en todo el mundo para el diagnostico de la FM y establecen que el diagnostico de la

misma tiene que cumplir las siguientes condiciones:



Introduccion

1. Paciente con historia de dolor generalizado durante al menos tres meses de

2.

forma continua. El dolor debe aparecer en las siguientes areas: lado derecho e
izquierdo del cuerpo, por encima y por debajo de la cintura y en el esqueleto
axial (columna cervical, pared toracica anterior, columna dorsal o columna
lumbar). Por tanto, se cumplen las condiciones de dolor generalizado si existe
dolor en alguna region del esqueleto axial y en, al menos, tres de los cuatro
cuadrantes corporales (dividiendo el cuerpo con una linea vertical longitudinal
que separe los dos hemicuerpos, derecho e izquierdo, y una linea transversal
que pase por la cintura y separe las dos mitades superior e inferior) o,
excepcionalmente si existe dolor en dos cuadrantes opuestos de los dos ejes
de division corporal (Wolfe F, et al., 1990).

Ausencia de otra enfermedad sistémica que pueda causar el dolor y el resto de
sintomas.

Dolor a la presion en al menos 11 de los 18 puntos simétricos (nueve pares)
denominados, puntos gatillo o TP (Punto sensible, del inglés “tender points”),
gue corresponden a areas muy sensibles, con bajo umbral para estimulos
mecanicos. Los TP son los siguientes: occipital, cervical bajo, trapecio,
supraespinoso, segundo espacio intercostal en la unidon constocondral,
epicondilo, gluteo, trocanter mayor y rodilla (Figura 1.) La palpacion digital de
los TP ha de realizarse con una fuerza de 4 kilogramos, y el paciente debe

indicar que ha sentido dolor a la palpacion, para ser considerado TP positivo.
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Figura 1. Localizacion de los 18 “puntos gatillo”. Modificado de libro Publicado por MINISTERIO DE
SANIDAD, POLITICA SOCIAL E IGUALDAD 2011; ISBN: 978-84-7670-717-3

Para establecer el diagndstico de FM es importante que los puntos dolorosos no
presenten signos de inflamacion. Ademas, existe la posibilidad de que los pacientes
con FM presenten dolor provocado por presion en otras areas corporales distintas a
los TP. La presencia de dolor generalizado, unida a la positividad en al menos 11 de
los 18 TP valorados, presenta una alta sensibilidad y especificidad diagnostica (Wolfe
et al., 1990; Yusta A, et al., 2001).

Aunque los criterios diagndsticos de la ACR de 1990 han sido de mucha utilidad,
también presentan importantes limitaciones, por lo que han sido muy cuestionados y

criticados por los expertos, debido a que:
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1. No incluyen como criterio diagnéstico otras variables como la disfuncion
psicologica.

2. Se basan exclusivamente en datos subjetivos (percepcion del dolor que
refiere el paciente).

3. La posible falta de validez de los TP (uno de los puntos mas criticados).

En el aflo 2010, los criterios diagndsticos fueron revisados y modificados. Estos
nuevos criterios, no basan el diagndstico en el uso de los TP, sino que establecen una
valoracion cuantitativa del dolor generalizado y tienen en cuenta otras
manifestaciones de la FM como el cansancio, el suefio no reparador, los sintomas
cognitivos y los sintomas organicos. De esta manera, los nuevos criterios diagnéstico
de la ACR, se basan en dos variables que definen mejor la FM y su sintomatologia:

1. El indice de Dolor Generalizado (WPI, del inglés “Windespread Pain Index”),
gue puntia las zonas del cuerpo donde el paciente refiere dolor, de 0-19, y que debe
ser igual o superior a 7 para establecer el diagnéstico de FM.

2. La Escala de Severidad de los Sintomas (SS, del inglés “Symptom Severity
Scale”), que puntla la severidad o intensidad de los sintomas, de 0-12, y que debe
ser mayor o igual a 5, para establecer el diagnéstico de FM.

También se considera diagnostico de FM una puntuacion de WPl entre 3y 6y
una puntuacioén en la SS superior o igual a 9 (WPI27 y SS=5 6 WPI 3-6 y SS=9) (Wolfe
F., 2010b).

Segun los autores de estos nuevos criterios, estos son una herramienta que
complementa y no sustituye a los creados en el afio 1990 (Wolfe F., 2010b).

En Espafa, el Ministerio de Sanidad, Politica Social e Igualdad (2011), aconseja
seguir utilizando los criterios diagnosticos iniciales de la ACR, y recomienda unos
protocolos de actuacién concretos para realizar un correcto diagndstico (Fibromialgia
2011):

1. Anamnesis detallada con valoracion integral del dolor, la funcionalidad y el
contexto psicosocial del paciente.

2. Exploracion fisica detallada y exhaustiva, para confirmar la FM y descartar
otras enfermedades relacionadas (tabla 1). La exploracion fisica debe hacerse
de forma sistematizada y precisa, como indica el Manual Tender Point Survey
(Okifuji A, et al., 1997).
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3.

Diagnostico diferencial con otros procesos asociados. Se deben descartar otras
patologias que pudieran causar el cuadro de sintomas que presentan los
pacientes mediante la realizacion de pruebas complementarias de laboratorio
como el hemograma, una bioquimica basica, o la medicion de reactantes de

fase aguda, ya que en la actualidad no existe un test especifico para la FM.

Tabla 1. Enfermedades mas frecuentes que pueden compartir manifestaciones
clinicas con la FM. Modificado de libro Publicado por MINISTERIO DE SANIDAD, POLITICA
SOCIAL E IGUALDAD 2011, ISBN: 978-84-7670-717-3

Lupus eritematoso sistémico - Miopatias (metabdlica o inflamatoria)
Artritis reumatoide - Polimialgia reumatica
Espondiloartropatias - Trastorno depresivo mayor
Esclerosis mdltiple - Poliartrosis

Hipotiroidismo - Afectacién muscular por farmacos
Neuropatias periféricas - Hiperparatiroidismo

Alteraciones estructurales mecanicas

o degenerativas del raquis.

En el afio 2016, se volvieron a revisar los criterios diagnésticos de la FM, que

pasaron a ser los siguientes (Wolfe F, et al., 2016):

e

Dolor generalizado, en al menos 4 0 5 zonas.

Sintomas presentes durante al menos 3 meses.

WPI>7 y SS=5 0 WPI 3-6 y SS>9.

El diagndstico de FM no excluye de padecer otras patologias.

Por otro lado, la necesidad de segregar a los pacientes en distintos subgrupos

segun una serie de caracteristicas distintivas, y de esta manera establecer diferentes

tratamientos en funcion de los grupos, dio lugar a la confeccion de una serie de

clasificaciones de los pacientes con FM en subgrupos (Miquel et al. 2011), por parte

de las principales sociedades médicas que intervienen en el tratamiento de esta

enfermedad. De todas ellas, la de mayor evidencia cientifica y utilidad fue la

clasificacion de subgrupos de FM de Gieseckeen por la que se establecen los

siguientes grupos diagnésticos (T. Giesecke, et al., 2003).
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= Grupo 1: Incluye pacientes con depresion y ansiedad moderadas, un grado
moderado de catastrofismo y control del dolor, y baja hiperalgesia y
sensibilidad al dolor.

= Grupos 2: Incluye pacientes con un grado elevado de depresion, ansiedad, y
catastrofismo, un bajo grado de control del dolor y valores altos de
hiperalgesia y sensibilidad al dolor.

= Grupos 3. Incluye pacientes con niveles normales de depresion y ansiedad, un
muy bajo grado de catastrofismo, un elevado control sobre el dolor, y un nivel

elevado de hiperalgesia y sensibilidad al dolor.

3. EPIDEMIOLOGIA'Y PREVALENCIA DE LA FIBROMIALGIA.

En los paises desarrollados, la prevalencia de la FM se sitda entre el 1% y el 4%
(Clawn DJ., 2001). En Espafa, datos publicados por el estudio EPISER de la
Sociedad Espafiola de Reumatologia, (SER, 2011), estiman que la prevalencia de la
FM es del 2,45%. Por lo que la FM en Espafa es una enfermedad frecuente en la
poblacion general mayor de 20 afios, siendo mas frecuente en mujeres (4,2%) que en
hombres (0,2%), lo que supone una relacion mujer:hombre de 21:1. Se da
principalmente en el intervalo de edad de 40 a 49 afos; y es mas frecuente en las
zonas rurales (4,1%) que en las urbanas (1,7%). Asimismo, la FM se asoci0 en este
mismo estudio con un bajo nivel educativo, una clase social baja, mayores
alteraciones de la funcionalidad y peor calidad de vida.

En definitiva, segun los datos de este estudio la FM esta asociada con el sexo
femenino, comorbilidades, edad comprendida entre 40 y 49 afios, y un entorno rural
(datos obtenidos del Estudio EPISER 2011).

4. EVOLUCION Y PRONOSTICO.

Diversos estudios han demostrado que la FM no destruye las articulaciones ni otras
estructuras del sistema esquelético-muscular, y tampoco afecta a la esperanza de
vida, sin embargo, y a pesar de ello, la FM esta considerada como una enfermedad
cronica para la que actualmente no existe cura. De hecho, la mayor parte de los
pacientes con FM padecen la enfermedad durante toda su vida, si bien sus sintomas
pueden ser oscilantes, pudiendo aparecer, desaparecer y reaparecer en distintas

épocas. El prondstico de la FM es variable y depende de cada paciente y de la
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presencia de enfermedades asociadas. Puede variar desde una afectacion leve en las
actividades de la vida diaria, hasta una afectacion grave que impide el desarrollo de
una vida normal (afectacion personal, familiar, social y laboral). Uno de los factores
que influyen mas en el prondstico es la capacidad del paciente para asumir la
enfermedad, evitando actitudes catastrofistas y aprendiendo a asumir sus sintomas
siendo, al mismo tiempo, lo mas activo posible (White, KP, et al., 1999; Nielson, et al.,
2004).

Un estudio constatdé que 2/3 de los pacientes con FM, pasados 14 afios de su
diagnéstico, continuaban con la enfermedad pero esta interferia solo de una forma
poco importante en su vida, y eran capaces de mantener su capacidad de trabajo,
mientras que el resto de los pacientes no se sentian capacitados para trabajar
(Fitzcharles, MA., et al., 2003; Wolfe, F, et al., 1997).

Segun un estudio de la SER, en Espafia la FM es la enfermedad
musculoesquelética que mas bajas produce por incapacidad laboral. Segun datos de
este estudio, comparado con otros grupos de pacientes con dolor crénico, los
pacientes con FM presentan un mayor grado de sensacion de incapacidad e invalidez
(Estudio EPISER. 2011).

5. ETIOLOGIA.

Actualmente, siguen sin conocerse los mecanismos patogénicos y la etiologia de la
fibromialgia, sin embargo existen numerosos estudios y teorias que intentan explicar
la etiopatogenia de esta enfermedad.

La FM, esta relacionada con otras enfermedades con una sintomatologia coman,
como el sindrome de intestino irritable, la dispepsia no ulcerosa, el sindrome
premenstrual o dolor pélvico crénico, el sindrome de hiperventilacion, la fatiga crénica,
el dolor tensional y el sindrome de piernas inquietas o sensibilidad quimica (Diaz
Robredo. 2014). Todos estos sindromes junto con la FM, se podrian englobar dentro
del termino de Sindrome de Sensibilizacion Central (SSC), descrito por Yunus (Yunus
MB. 2007), quien establecié que una hipersensibilidad a los estimulos que recibe el
Sistema Nervioso (SN) podrian ser la base etiol6gica de la FM.
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5.1 Sindrome de Sensibilizacion Central.

La hipotesis mas aceptada actualmente es que la FM es un Sindrome de
sensibilizacion central (Uceyler, N., et al., 2011), en el que se produce una alteracion
en el sistema de procesamiento del dolor debido probablemente a un desequilibrio en
la concentracion de neuromoduladores a nivel del SNC.

La sensibilizacion central se definie como un estado de hiper-excitacion del SNC y
particularmente de las neuronas del asta dorsal (figura 2). Durante el proceso de
sensibilizacion central, las neuronas del asta dorsal se hacen hiper-excitables en
respuesta a los estimulos aferentes originados en los tejidos profundos (Bingham. B.,
et al., 2009).
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Figura 2. Procesamiento del dolor y su modulacion. La activacion de
los receptores de dafio periférico (Nociceptores), por estimulos nocivos generan
sefiales que viajan desde el asta dorsal de la médula espinal a través del ganglio
de la raiz dorsal. Desde el asta dorsal, las sefiales son transportadas a lo largo
de la via del dolor ascendente o tracto espinotalamico del talamo y del cortex. El
dolor puede ser controlado por las neuronas que participan en la inhibicion del
dolor o por neuronas que facilitan el dolor. Las sefiales descendientes que se
originan en los centros supraespinales pueden modular la actividad del asta
dorsal controlando la transmision del dolor espinal. Figure fron REF 160, Nature
Publishing group. Modificado de Nat. Clin. Pract. Rheumatol. 5, 28-37 (2009)
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Se han descrito varios mecanismos que podrian explicar el concepto de
sensibilizacion central, incluyendo mecanismos que actuan a nivel de la médula
espinal, asi como interacciones y conexiones alteradas entre el dolor y las areas
cerebrales no relacionadas con el dolor. A nivel espinal, la activacion persistente de
las fibras A, delta y C, que conducen el impulso nociceptivo a las neuronas del asta
dorsal de la médula espinal, estimula la liberacion de neurotrasmisores y
neuromoduladores como la sustancia P, el factor de crecimiento nervioso, el
neuropéptido relacionado con el gen de la calcitonina, el glutamato y el aspartato
(Giovengo, S. L., et al., 1999; Russell, I. J. et al., 1994). Estas sustancias sensibilizan
a las neuronas, que responden a las sensaciones del tacto, presion, temperatura, y
dolor, lo que las convierte en neuronas hiperexcitables, amplificando el dolor
proveniente de los estimulos nociceptores y reclutando la entrada de impulsos
sensoriales de bajo umbral que pueden activar el circuito del dolor (Woolf, C. J. 2011).
De esta manera, estos pacientes responden a niveles mas bajos de estimulos
nociceptivos (hiperalgesia), asi como a estimulos que previamente no eran dolorosos
(alodinia), (Graven-Nielsen T, et al., 2002). Ademas, mediante la activacion de
neuronas adyacentes, y la sumacion temporal del segundo dolor, que refleja un
mecanismo de sumacién de neuronas del asta dorsal (Staud, R., et al., 2007), pueden
expandirse las zonas receptivas de los estimulos, contribuyendo a la sensacion de

hiperalgesia.

Atendiendo al concepto de sensibilizacion central se pueden definir dos grupos de
individuos (Phillips, K. et al., 2013):

- El primer grupo esta compuesto por individuos en los cuales no hay informacion
nociceptiva identificable, como dafio o inflamacion, que pueda explicar el dolor.
Estos individuos desarrollan dolor regional que incluye dolor de cabeza, alteraciéon
temporomandibular, Enfermedad Inflamatoria Intestinal (Ell), dismenorrea y cistitis

intersticial, siendo este grupo en el que se incluye a los pacientes con FM primaria.

- El segundo grupo de individuos con sensibilizacion central, lo comprenden aquellos
individuos en los que el dolor forma parte de una enfermedad que tiene una entrada
nociceptiva identificable, como la osteoartritis, las enfermedades autoinmunes u

otras.

11
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Otro mecanismo estrechamente relacionado con la sensibilidad central, implica la
reduccion de la capacidad del SNC para modular el dolor descendente. Este efecto
denominado Modulacién Condicionada del Dolor (MCD), se atenua en numerosos
pacientes con FM. La MCD estd mediada por las vias opiodérgicas Yy
serotoninérgicas-noradrenérgicas (Julien, N., et al., 2005). A pesar de que ambos
sitemas inhibitorios pueden tedricamente estar implicados en la atenuacién de la
MCD en la FM, Ila disminucion de la actividad de la via serotoninergica-
noradrenergica, es la que parece tener una mayor implicacion en esta patologia
(Clauw, D. J., et al.,, 2011). Asi, se ha encontrado que los niveles en Liquido
Cefalorraquideo (LCR) de los principales metabolitos de la Noradrenalina (NA) como
el 3-metoxi, 4 hidroxifeniletilen, y los niveles en suero de 5-Hidroxitriptamina o 5-HT
(5-HT), triptéfano y 5 hidroxi-indol-acético, estan disminuidos en pacientes con FM
respecto a los individuos sanos (Russell, I. J., et al., 1992; Ablin, J., et al., 2008).

También se ha asociado el SSC con alteraciones en el llamado eje hipotalamo-
hipofisiario-adrenal (HHA). Este mecanismo neuroendocrino es el encargado de
transmitir las sefiales de estrés y relajacion, a través del tejido neuronal, desde su
recepcion a nivel cerebral hasta los 6rganos diana (6rganos inervados o las capsulas
suprarrenales), (Diaz Robredo. 2014).

Por otra parte, se ha descrito en varios estudios que, la Interleuquina-6 (IL-6) y
otras citoquinas pro-inflamatorias se encuentran alteradas en los pacientes con FM
(Salemi S, Rethage J, et al.,, 2003). Ademas, se sabe que estas citoquinas, bajo
condiciones de estrés, pueden alterar el eje HHA y producir cambios en el sistema
neuroendrocrino, como un aumento de los niveles de 5-HT, NA y Dopamina (DA)
(Wood PB, et al., 2009; Light KC, et al., 2009).

A su vez, la 5-HT y la NA estan implicada en los procesos de excitacion en casos
de estrés agudo y son muy importantes para el funcionamiento circadiano del eje HHA
(figura 3), (Carrasco GA, et al., 2003). Este eje, se encuentra habitualmente alterado
en pacientes con FM y también con fatiga cronica.

Por otro lado, los estudios sobre la hormona cortisol en pacientes con FM son
controvertidos. Hay estudios en los que se observa una alteracion del eje HHA con
una respuesta anormal de la variacion diurna de cortisol plasmético en pacientes con
FM (McCain GA, et al., 1989), mientras que otros estudios mas recientes indican que

puede existir una disminucién de los niveles basales de cortisol (Macedo JA, et al.,
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2008) e incluso niveles normales o elevados de cortisol en pacientes con FM (Catley
Det al., 2000; Diaz Robredo et al., 2011).

Es conocido que los pacientes con FM presentan una mayor supresion matinal de
cortisol con dosis bajas de dexametasona y una falta de variabilidad entre el cortisol
matinal y el vespertino en comparacion con personas sanas, las cuales presentan una
gran variacion circadiana de cortisol, con niveles altos matinales y niveles bajos
vespertinos. El eje HHA posee una respuesta normal, pero carece de resiliencia; esto
no es relevante en condiciones basales, pero se exacerba con el estrés,
especialmente cuando éste es repetido. La respuesta a dexametasona sugiere algo
similar a lo que ocurre con el trastorno conocido como estrés postraumético, donde
también se observa hipersupresion con bajas dosis de dexametasona y se han
descrito niveles elevados de Hormona Liberadora de Corticotropina (CRH) en LCR
(figura 3) (Williams et al. Presentado en el Meeting ACR 2004, San Antonio, Tx).
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Figura 3. Efecto del estrés sobre el eje hipotalamo-hipofisario-
adrenal. Las neuronas de la regién parvocelular del hipotadlamo secretan
hormona liberadora de corticotropina (CRH) y vasopresina; estas actGan
sobre la pituitaria anterior, estimulando la secreciébn de hormona
adrenocorticotropa (ACTH). La ACTH llega a la corteza adrenal, donde
estimula la produccion de cortisol, que estimula la secrecion de sefiales
inhibitorias al hipotalamo e hipdfisis. El eje HHA tiene un ritmo circadiano
normal. La actividad de este eje es dinamica y depende mucho de la
fisiologia del suefio, la comida y el ejercicio, de tal modo que el ritmo
depende en gran medida del comportamiento (Medwave., 2005).
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Otras hormonas relacionadas con alteraciones del eje HHA en pacientes con FM
son la DA y la hormona del crecimento (HC) (Loevinger BL, et al., 2012; Cuatrecasas
G, etal., 2007)

El estrés psicologico es otro de los factores intrinsecamente relacionados con el eje
HHA y con el SSC. El estrés puede modular las rutas descendientes del SN de la
misma forma que las situaciones estresantes presentes o pasadas pueden exarcerbar
los sintomas de la FM, incluyedo el dolor. (Yunus MB.et al., 2008)

En la actualidad se estan desarrollando interesantes ensayos de Neuroimagen en
pacientes con FM, mediante técnicas de Resonancia Magnética (RM) cerebral
funcional, Tomografia de Emisién de Positrones (PET del inglés “Positron Emission
Tomography”) y Tomografia Computarizada con Emisién de Foton Simple (SPECT,
del inglés “Photon Emission computed tomography”).

En cuanto a las imagenes de SPECT y PET muestran una disminucion del flujo
sanguineo en determinadas areas cerebrales de los pacientes con FM. En lo que
respecta a la RM funcional, se ha observado un aumento del flujo sanguineo en zonas
activadas por estimulos dolorosos en paciente con FM, siendo inferior la cantidad de
estimulo necesaria para producir una activacion cortical somato sensorial central, en

pacientes con FM que en controles sanos (Gracely et al., 2002).

5.2. Otras teorias implicadas en la patogenia de la FM :

5.2.1. Riesgo genético.

Se ha observado que el riesgo de padecer FM entre los familiares de pacientes
con esta enfermedad es 8,5 veces mayor que en otras poblaciones (Ablin, J.N., et al.,
2006). En el seno de estas familias, tanto los factores psicolégicos como el estado de
salud son similares en los sujetos con y sin FM, lo que indica que la base genética
puede contribuir a la aparicion de la enfermedad (Docampo, E. et al., 2014). En este
sentido se han encontrado indicios de que algunos fenotipos genéticos son mas
frecuentes en los enfermos con FM (Sommer, C. et al., 2012).

Dos estudios, relativamente recientes, sobre el dolor generalizado realizado en
gemelos, establecieron que el riesgo de padecer una enfermedad de este tipo, por
causas geneéticas estaria entre el 48-54 %. Ademas, la evidencia reciente sugiere un
papel para los polimorfismos de los genes en los sistemas serotoninérgicos,

dopaminérgicos y catecolaminérgicos en la etiopatogenia de FM (Buskila D, et al
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2007). Se han identificado polimorfismos en tres genes que podrian estar asociados
con el origen de esta enfermedad, como son el SNP rs841 (guanosin trifosfato
y el SNP

rs1799971 (receptor opiode pl) (Hauser, W, et al., 2011). Otros genes que podrian

ciclohidrolasa 1), el SNP rs2097903 (catecol-orto-metil-transferasa)

estar implicados serian los que aparecen en la tabla 2.

Tabla 2. Genes candidatos en la patogénesis de la Fibromialgia.
(Tabla modificada de Dong-Jin Park and Shin-Seok Le. New insights into the genetics of fibromyalgia. Korean J
InternMed 2017; 32:984-995.)

Sistema afectado

Serotoninergico

Catecolaminérgico

Dopaminérgico

Otros

Canales iénicos

NO metabolismo

Receptores
adrenérgicos

Vias neuroplasticas

Genes

T102C en el gen del
receptor 5-HT2A
Regién promotora 5-
HTT (5-HTTLPR)
Region promotora 5-
HTT (5-HTTLPR)
T102C en el gen del
receptor 5-HT2A

Rs4680 del gen COMT

Haplotipo ACCG del
gen COMT

Otros genes COMT
DRD4 ex6n 3

polimorfismo de
repeticion

Gen SCN9A
(codificado en DRG)

Genes TRPV2y
TRPV3

Haplotipos GCH1

Gen AR

BDNF-NTRK2-CREB1
vias

Efecto en la FM

Desarrollo de FM y
sintomas siquiatricos
Desarrollo de la FM y
trastornos psicologicos.
Rasgos relacionados con
la ansiedad

Desarrollo de FM y
sintomas psiquiatricos.

Desarrollo de FM

Mayor severidad del dolo
Méas afrontamiento y
dolor inadaptados.
Desarrollo de la FM y
aumento de la severidad
del dolor

Desarrollo de la FM y
sensibilidad al dolor.

Desarrollo de FM y perfil
de personalidad en
pacientes con FM.

Desarrollo de FM y
sintomas graves en
pacientes con FM.
Desarrollo y algunos
sintomas psicolégicos en
pacientes con FM.
Desarrollo de la FM y
sensibilidad al dolor.

Desarrollo de FM y
diferentes dominios de
sintomas de FM.
Desarrollo de la FM y
sintomas en pacientes.

Referencia

(Bondy B, et al., 1999;
GursoyS,et al., . 2001;
OffenbaecherM,et al.,
1999; Cohen H, et al.,
2002)

(MatsudaJB,et
al.,.2010; Barbosa FR,
et al.,2012; Vargas-
Alarcon G, et al., 2007;
Finan PH, et al. 2011).

(Buskila D, et al.,
2004)

(Vargas-Alarcon G, et
al., 2012; Park DJ, et
al., 2016)

(Kim SK, et al., . 2013)

(Tegeder I, et al., 2006)

Datos no publicados

FM, fibromialgia;

5-HTTLPR,

region promotora del

transportador

de 5-HT (5-HTT);COMT,

catecol-O-

metiltransferasa; DRD4, receptor de dopamina D4; DRG, ganglios de la raiz dorsal; TRPV, receptor transitorio
potencial vanilloide; NO, 6xido nitrico, GCH1, GTP ciclohidrolasa 1; AR, receptor adrenérgico; BDNF, factor
neurotrofico derivado del cerebro; NTRK2, receptor neurotrofico de tirosina quinasa tipo 2; CREBL, proteina 1 de
union al elemento de respuesta al monofosfato de adenosina ciclica.
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5.2.2.Alteraciones musculares y modulacion del dolor.

Con respecto a la patologia muscular, se han realizado estudios de biopsias
musculares, hallandose cambios morfolégios y funcionales en pacientes con FM.

Aunque, hasta el momento, no hay evidencia cientifica que apoyen el argumento
de que una alteracion o un dafio en el tejido muscular sea especifico de pacientes con
FM, sin embargo, si se ha encontrado la presencia de hipoxia en zonas musculares
afectadas (dolorosas) en pacientes con FM.

Otros estudios sugieren que ciertas anormalidades metabdlicas como la
vasoconstriccion muscular (Sindrome de Raynaud), contribuirdn a la debilidad y
agotamiento muscular en pacientes con FM. Todas estas alteraciontes periféricas
podrian estar creando un ambiente bioquimico que contribuya a la sensibilizacion

local, y a una mayor sensibilidad o susceptibilidad al dolor a nivel central.

5.2.3.Factores neuropsicoldgicos, asociacibn con trastornos

depresivos.

En relacion con la perspectiva mas psicosocial de la FM, diversos estudios han
investigado la relevancia del estrés y su regulacion como un elemento clave en la
misma, ya sea como factor de riesgo, desencadenante o factor cronificador (Milligan,
E.D. & Watkins, L.R., 2009).

La asociaciéon de la FM con trastornos depresivos ha hecho que se realicen
numerosos esfuerzos para estudiar las posibles causas psiquiatricas de esta
patologia. En estudios llevados a cabo en Israel, se ha observado que la FM estaba
asociada al trastorno por estrés postraumatico (TEPT) en un 57% de los casos, y que
la prevalencia de TEPT en pacientes con FM es mucho mayor que en el resto de la
poblacién. En personas predispuestas a padecer FM, el cuadro clinico acontece de
forma brusca tras situaciones de estrés postraumatico de indole tanto fisicas como

psicologicas (accidentes de trafico, cirugias, etc).

5.2.4.Factores presdisponentes a la FM: traumas durante la

infancia, trastornos de estado de animo y ansiedad.

Existe tambien otra serie de factores comunes a algunos pacientes con FM, como
son antecedentes de haber experimentado situaciones traumaticas en la infancia

(violencia fisica o psicolégica, abuso sexual, separaciéon de los padres, alcoholismo de
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los padres, etc..) y trastornos del estado de animo o ansiedad, estos dos ultimos con

base genética demostrada (Uceyler N., et al., 2011)

5.2.5.Factores inflamatorios y autoinmunitarios.

Aunque la FM ha evolucionado histéricamente desde ser considerada un sindrome
inflamatorio a un sindrome no inflamatorio, las investigaciones recientes en este
campo apuntan a la posibilidad de que un factor inmunoldgico e inflamatorio pueda
tener un papel relevante en la etiologia de la FM.

La activacion neuroinmunitaria es uno de los mecanismos potenciales que pueden
estar involucrados en las alteraciones del SNC descritas en la FM. Recientemente, un
grupo de investigacion de Suecia y Estados Unidos demostré por primera vez la
presencia de activacion de las células de la glia y por tanto de la activacién de una
respuesta neuroinflamatoria en el cerebro de los pacientes con FM, lo que abre una
via de investigacion futura sobre el papel de la microglia en la FM con la potencial
indentificacion de biomarcadores diagndsticos o estrategias terapéuticas (Albrecht Ds,
et al., 2019)

Las células de la glia han sido implicadas en el mantenimiento de la sensibilizacion
central y parecen participar en el dolor crénico, a través de la produccion de varias
quimioquinas y citoquinas, como la IL-6 y la Interleuquina-8 (IL-8), las cuales se han
encontrado elevadas en el suero de los pacientes con FM en comparacién con
individuos normales (Milligan, E.D., 2009).

Ademas, en algunos pacientes con FM se ha detectado la presencia de elevadas
concentraciones de citoquinas, receptores solubles, peptidos proinflamatorios,
reactantes de fase aguda y diversos tipos de ACS, lo que apunta hacia la posibilidad
de la activacion de un proceso inflamatorio o autoinmunitario, como posible
mecanismo causante de la FM

También, los mastocitos, otras células que componen el Sistema Inmunitario (Sl),
han sido asociadas con la inflamacion y el dolor (Theoharides TC., et al. 2012;
Chatterjea D et al., 2015), pudiendo, de esta manera estar implicadas en la FM.
(Lucas HJ, et al., 2015). Asi lo demuestra el hecho de que el nUmero de mastocitos se
encuentre significativamente aumentado en la dermis papilar de los pacientes con FM

(Blanco |I., et al., 2010). Ademas la urticaria crénica, patologia en la que estan
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implicados los mastocitos, es mas comun en los pacientes con FM que en otros
individuos (Torresani C, et al, 2009)

Otras moléculas relacionadas con la inflamacién como la proteina atrayente de
monocitos (MCP-1/CCL2) y la eotaxina (CCL), también estan incrementadas en el
plasma de pacientes con FM (Zhang Z, et a., 2008) Un estudio realizando usando un
modelo de rata, evalud la participacion de la MCP-1 en el dolor crénico inducido por
estrés y demostré6 que MCP-1 induce hiperalgesia muscular de larga duracién y un
estado de sensibilizacidon crénica latente a otras sustancias alogénicas a traves de la
activacion de su receptor de alta afinidad CCR2, localizado en el terminal periférico
de los nociceptores 1B4+ (Alvarez P, et al., 2014)

Los mastocitos también expresan TLR (del ingles, Toll Like Receptors), los cuales
pueden activarse por agentes bacterianos y viricos (Abraham SN et al., 2010). Una
vez estimulados, los mastocitos secretan numerosos mediadores vasoactivos y
proinflamatorios produciendo multiples sintomas (Theoharides TC, et al. 2012)

La activacion de los mastocitos puede ser potenciada por la IL-33 (Fux M, et al.,
2014), la cual sinergiza con la sustancia P para inducir la liberacion de VEGF, y actua
como un sensor del dafio celular (Enoksson M, et al., 2011)

Las moléculas preformadas almacenadas en los granulos secretores de los
mastocitos, como histamina, 5-HT, bradikinina, proteasa y Factor de Necrosis
Tumoral alfa (TNF-a del ingles, Tumor Necrosis Factor a), también participan en la
activacion de las células T (Kempuraj D, et al., 2008)

Los mastocitos también liberan otras moléculas pro-inflamatorias vy
neurosensibilizantes como leucotrienos recien sintetizados, prostanglandinas, factores
estimulantes de plaquetas, citoquinas (IL-6, IL-9, IL-13, TNF-a) y quimiocinas
(CXCL8, CCL2, CCL5) (Theoharides TC, et al., 2015).

Por todo ello, actualmente se considera a los mastocitos células muy importantes

en la inmunidad innata, autoinmunidad y neuroinflamacion.

Asi pues, atendiendo a los mecanismos etiolégicos expuestos anteriormente, la
FM puede dividirse en 4 tipos (Belenger, et al., 2008):
o FM tipo | 6 Idiopatica. Incluye pacientes con una sensibilizacién extrema al
dolor que no presentan procesos sistémicos ni locales asociados, ni
enfermedades psiquiatricas. La etiopatogenia de este tipo de FM podria ser

una disfuncion del Sistema Inmunitario innato.
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o FM tipo Il. Incluye pacientes en los que la aparicion de la FM es consecuencia
de una enfermedad autoinmunitaria o reumatolégica de base cronica que cursa
con dolor.

o FM tipo Ill. Incluye pacientes en los que la FM se considera una manifestacion
somatica de un proceso psicopatologico subyacente.

o FM tipo IV 6 simulada. Incluye pacientes capaces de simular la sintomatologia
de la FM, por lo que es importante detectarlos mediante la evaluacion de estos

paciente en una unidad altamente especializada.

6. INMUNOPATOGENIA DE LA FIBROMIALGIA: AUTOINMUNIDAD,
FACTORES INFLAMATORIOS, SUSCEPTIBILIDAD GENETICA Y
FACTORES AMBIENTALES.

Si consideramos la FM en el contexto de una enfermedad relacionada con el Sl, en su
etiopatogenia, podrian participar multiples factores.
Estos factores comprenden:

1. Autoinmunidad, pérdida de mecanismos de tolerancia.

2. Factores inflamatorios (citoquinas y moléculas estimuladoras entre otros).

3. Factores inmunogenéticos de  susceptibilidad (polimorfismos  HLA

principalmente, y otros genes no HLA, como los genes KIR).
4. Factores ambientales (agentes vivos de enfermedad, agentes inorganicos,

hormonas y otros).

6.1. Autoinmunidad.

6.1.1. Pérdida de los mecanismos de tolerancia.

El término tolerancia implica la falta de respuesta a una molécula propia o extrafia,
denominada antigeno, provocada por la exposicion previa a este (Matzinger, P., et al.,
1994). Asi, en funcion del tipo de respuesta que el antigeno genera en el Sl pueden
existir antigenos tolerogénicos, que el Sl reconoce y acepta como propios, O
antigenos inmunogénicos, que el S| reconoce como extrafios, generando una
respuesta inmunitaria frente a los mismos. Si la tolerancia se produce frente a

antigenos propios se denomina autotolerancia (Nicole Jadue, et al., 2012).
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Existen dos tipos de tolerancia:

La tolerancia central, en la que participan los érganos linfoides primarios (médula
Osea y timo), y en la que se produce el fendbmeno denominado delecién clonal, que
consiste en la muerte celular programada (apoptosis), de linfocitos inmaduros y
autoreactivos. Estos ultimos son aquellos en los que su receptor antigénico reconoce
a un antigeno propio con alta afinidad, motivo por el cual son destruidos antes de
madurar y salir a la circulacién, proceso que se conoce como seleccién negativa
(Matzinger, P, et al., 1994; Nicole Jadue, et al., 2012).

Sin embargo, hay linfocitos autoreactivos que escapan al proceso de apoptosis,
porque la afinidad con la que reconocen un antigeno propio es menor, estos linfocitos
son capaces de madurar y salir a la circulacion. En este momento es cuando actia la
tolerancia periférica, que se desarrolla en 6rganos linfoides secundarios como el bazo
y los ganglios linfaticos principalmente mediante tres mecanismos: La anergia clonal,
supresion e ignorancia. La anergia clonal es una inactivacion funcional de los
linfocitos autoreactivos, que no da lugar a muerte celular, y se lleva a cabo por los
linfocitos reguladores, mediante la secrecion de citoquinas o por contacto directo
célula a célula. La ignorancia inmunolégica o ausencia de respuesta inmunitaria, cuyo
mecanismo exacto es desconocido, parece estar relacionada con los antigenos
cripticos u ocultos para el SI, como antigenos presentes en O6rganos
inmunoprivilegiados, el ojo o los testiculos (Matzinger, P., et al., 1994; Nicole Jadue,
etal.,, 2012).

La pérdida de estos mecanismos de autotolerancia se relaciona con el desarrollo
de enfermedades autoimunes, aunque este hecho por si solo no es suficiente, ya que
también participan otros factores como la susceptibilidad genética, los factores

ambientales y factores inmunoldgicos.

6.1.2. Autoanticuerpos.

La FM y otros desordenes de sensibilizacion central tienen en comun el papel del
neurotransmisor (NT) 5-HT como elemento central de su patogenia (Mujagic Z, et al.,
2017; Arnold LM, et al., 2015)

Desde el punto de vista inmunoldgico, la existencia de una respuesta inmunitaria
contra antigenos propios, en este caso contra la 5-HT, esta respaldada por el hallazgo

de linfocitos T autorreactivos que reconocen la 5-HT y el triptéfano, y que pueden ser
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detectados en individuos sanos y con una incidencia mayor en pacientes con FM
(Barth H, et al., 2001)

En el afio 1992 Klein y colaboradores (Klein R, et al., 1992), describieron que los ACS
(ACS) anti-5-HT podian ser detectados en aproximadamente el 74% de los pacientes
con FM. Ademas, en 1994 describieron por primera vez la asociacion entre los ACS
anti-setoronina y los anti-fosfolipidos en la FM (Klein R, et al., 1994).

Sin embargo, la elevada incidencia de estos ACS no pudo ser reproducidas por
otros grupos de investigacion (Reinhild Klein et al., 2002), que obtuvieron una
incidencia bastante mas baja, de un 58%, para los acs. anti-5-HT, por lo que la
presencia de ACS anti-5-HT en pacientes con FM puede variar dependiendo de la
cohorte de pacientes estudiada. En estos estudios, también analizaron individuos
sanos, encontrando la presencia de ACS anti-5-HT en el 11-15%, de manera que el
porcentaje de individuos sanos con ACS anti-5-HT fue significativamente menor que
el de los pacientes con FM.

En lo que respecta a los ACS anti-fosfolipidos, se detectaron en un 43% de los
pacientes con FM, lo cual es interesante pues los pacientes con FM y fatiga cronica
presentan un estado de hipercoagulacion similar a los pacientes con sindrome anti-
fosfolipido. Todo ello sugiere que los anti-fosfolipido y en especial los ACS anti-5-HT,
pueden tener un papel relevante en la FM.

Los mecanismos que desencadenan la aparicion de estos ACS en la FM, no se
conocen con exactitud, sin embargo, una de las explicaciones podria ser el
mimetismo molecular que conduce a la pérdida de tolerancia hacia el autoantigeno
(Naparstek Y, et al., 1993), y que puede ser inducido por un agente infeccioso
(Goldenberg D. L., et al, 1988).

Puesto que la autorreactividad es una condicion fisiologica, también se han
encontrado ACS asociados a la FM como acs anti-5-HT y antifosfolipidos, en
individuos sanos aunque con una baja incidencia (Avrameas S, et al., 1995).

A su vez, el grupo de Reinhild en 1992, encontré que la mayoria de pacientes con
FM, en los que se detectaba ACS anti-5-HT, la presencia de estos ACS estaba
asociada a la presencia de ACS anti-gangliésidos (Reinhid Klein, et al., 1992). Esta
fuerte asociacion, asi como el hecho de que los gangliésidos son componentes de los
receptores de 5-HT (Fishman PH, et al., 1988), podria significar que los ACS anti-

gangliosidos pueden actuar como ACS anti-receptor de 5-HT.
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Por otro lado, algunos estudios han observado un ligero aumento de ACS contra la
keratina y la glandula tiroides en pacientes con FM (Reinhid Klein, et al., 1992), hecho
que también se produce en individuos sanos durante procesos infecciosos. Esto
apoya la teoria antes mencionada del mimetismo molecular en la que una
estimulacion oligoclonal de las células B al reaccionar de forma cruzada con epitopos
de un agente infeccioso, daria lugar a la formacién de estos autoACS en la FM.

Segun esta teoria, la FM podria ser una enfermedad heterogénea, en la que la
presencia de estos ACS reflejaria la existencia de un subgrupo de pacientes con una
etiologia autoinmune, ademas esto explicaria la variacion reportada por diferentes
grupos de trabajo respecto a la incidencia de autoACS en la FM

Por lo tanto, la identificacion de un grupo definido de autoACS, asociados con unas
manifestaciones clinicas especificas, podrian indicar un trastorno autoinmune, y en el
caso de los ACS anti-5-HT, poner de manifiesto la relevancia de estos autoACS para el
diagnostico de la FM. (Barth H, et al., 2001).

6.2. Factores inflamatorios.

Existen numerosos componentes del Sl involucrados en procesos inflamatorios,
como las células dendriticas (Corthay, A., et al, 2009), los receptores tipo Toll (TLR)
(Matzinger, P., et al, 1994), las células reguladoras (Corthay, A., et al, 2009), la
respuesta Thl7 (Bi, Y., et al.,, 2007), y las citoquinas. Estas ultimas, como ya se
comentd anteriormente, tienen un papel importante como mediadores y efectores de
la respuesta inmunitaria, contribuyendo al desarrollo y perpetuacion de cuadros
inflamatorios (Matzinger, P., et al., 1994; Cavallo, M.G., et al., 1994). En esta linea,
cabe destacar el papel de la IL-6 como una de las principales citoquinas implicadas en
la patogenia de la enfermedad de Still (Cavallo, M.G., et al., 1994), y de la IL-8 en la
Artritis Reumatoide (AR) (Saxena, V., et al., 2008). Ademas, las citoquinas pueden
mediar la expresion aberrante del MHC de clase Il en células no inmunitarias,
convirtiéndolas en células presentadoras de antigeno, capaces de activar linfocitos T
autoreactivos dentro de un ambiente pro-inflamatorio, como ocurre en la tiroiditis
autoinmune y en la Diabetes Mellitus (DM) tipo | (Saxena, V., et al., 2008; Meylan, F.,
et al., 2008).
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6.2.1. Citoquinas.

Existen multiples teorias sobre la etiologia de la FM. Una de ellas sugiere que un
desequilibrio en el balance de las citoquinas liberadas por el Sl, podria causar
alteraciones en el llamado eje HHA (Abeles, et al.2007; Mease, P.et al. 2007).

Ademas, las citoquinas debido a su papel como mediadores y efectores de la
respuesta inmunitaria, pueden también contribuir al desarrollo y mantenimiento de la
FM.

Las citoquinas o Interleuquinas (IL) son proteinas liberadas por las células del Si
con una funcion inmunomoduladora, que poseen una amplia gama de funciones
bioldgicas y que intervienen en la inflamacion del SNC. Atendiendo a su funcionalidad,
hay dos tipos principales de citoquinas: proinflamatorias que son aquellas que
favorecen la inflamacion, y anti-inflamatorias, aquellas que atenutan la inflamacion.
Las principales citoquinas proinflamatorias son: IL-1a, IL-1(3, IL-2, IL-6 YTNF-a, por
otro lado, las principales citoquinas anti-inflamatorias son: IL-4, IL-10, IL-13 y Factor
de crecimiento transformante beta 1 (TGF-§, del inglés transforming growth factor
beta 1).

En los pacientes con FM se ha descrito la existencia de un desequilibrio entre estos
dos tipos de citoquinas, predominando las citoquinas proinflamatorias frente a las anti-
inflamatorias.

Estas citoquinas pueden activar los receptores del dolor localizados en las
terminaciones de las neuronas, aumentando asi la sensibilidad al dolor. De hecho, el
dolor generalizado, uno de los sintomas mas caracteristico de los pacientes con FM,
ha sido atribuido a la liberacion de citoquinas y otras moléculas proinflamatorias por
parte de los mastocitos. (Lucas HJ et al., 2006; Pollack S. et. al., 2015).

Ademas, el S| adaptativo, también parece tener un papel en la inflamacion crénica
implicada en la FM, ya que las mismas sefiales que activan a los mastocitos podrian
activar también a los linfocitos T, que en consecuencia liberarian ain mas citoquinas.

También se ha descrito que las células gliales pueden ser activadas por la
Sustancia P, glutamato y BDNF vy liberar citocinas proinflamatorias y una variedad de
neuropéptidos, lo que puede contribuir a la amplificacién del dolor en pacientes con
FM (Milligan, et al., 2009).

En la FM, el interés por las citoquinas como mediadores potenciales de los

sintomas a nivel central, comenzé cuando Wallace, Margolin y Waller en 1988,
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observaron que los pacientes con cancer (melanoma y carcinoma de células renales)
gue recibian terapia con IL-2, una citoquina que estimula el Sl para producir células T
CD4 colaboradoras (T-helper) (Levine, S. J. et al., 2004), tenian sintomas similares a
los observados en pacientes con FM como dolor, fatiga, trastornos de suefio y del
estado de animo (Wallace, D. J.et al., 2006).

Estas observaciones van en la linea del llamado fenémeno de “comportamiento de
la enfermedad" 6 en inglés “sicknessbehavior” (Miller, A. H. et al., 2003), en el que se
cree que el conjunto de sintomas que caracterizan a las enfermedades asociadas con
inflamacion y activacion de Sl, como que la fatiga, el dolor y las conductas depresivas,
estan causadas por citoquinas que actian a nivel cerebral (Kelley KW, et al., 2003).
De hecho, hay evidencias cientificas de que citoquinas como IL-13, IL-6 y TNF-a
contribuyen directamente al dolor neuropatico central y periférico (Abbadie C, et al.,
2003), y producen numerosos cambios fisiologicos, de comportamiento y hormonales.
Estos cambios como se ha mencionado anteriormente son referidos como
"comportamiento de la enfermedad ", y parecen ser representativos de los pacientes
con FM. (Kelley KW, et al., 2003)

Ademas, se ha postulado, que algunas caracteristicas clinicas de la FM estan
asociadas con la accion de varias citoquinas (tabla 3), de hecho, estudios recientes
relacionan los trastornos del suefio, la hiperalgesia, las disfunciones cognitivas, la
fatiga por estrés y la ansiedad observados en pacientes con FM con la expresion de
las citoquinas (Wallace, D. J., 2006)
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Tabla 3. Asociaciones potencialmente relevantes de las citoquinas con la FM.

Citoquina Asociacion

IL-1B3 Hiperalgesia, fatiga, fiebre, suefio, mialgias, antinocepcion
mediada por la sustancia P (incrementa el GABA y disminuye €l
NMDA), laNorepinefrinay la epinefrina estimulan su liberacion

TNF-a  Estrés, regula la expresion de la sustancia P, e suefio REM, |
adodinia, incrementa los aminoacidos excitatorios, la

Norepinefrinay la epinefrina estimulan su liberacion

IL-IRa  Estrés inhibelaexpresiondelL-8

IFN-y  EStrés ansiedad, disminuyelasustanciaP, miagiass |
L2  Midgiss disfuncién cognitiva. |
L6  Estrés, fatiga, hiperalgesia depresion: la Norepinefring, la|

Epinefrina y la sustancia P estimulan su liberacion, activa en

Sistema Nervioso Simpético.

IL-8 La sustancia P estimula su produccién y media el dolor |
simpatico
10 Bloguead dolor.

GABA= &cido gamma aminobutirico; NMDA. N-metil D-aspartato. Tabla tomada y modifica de
Wallace et al, 2006

En diversos estudios se ha observado que los niveles de citoquinas
proinflamatorias en pacientes con FM como la IL-1, IL-6 e IL-8 estan elevados,
mientras que los niveles de TNF-a serian normales y los niveles de las citoquinas anti-
inflamatorias como IL-4 e IL-10 no se modificarian o estarian disminuidos. (Rodriguez-
Pinto, et alt., 2014; Uceyler, et al., 2011).

Ademas, muchos de los estudios que examinan los niveles de citoquinas en
pacientes con FM, estudian a la vez la relacion de estos niveles con los sintomas
centrales de la enfermedad como el dolor, la fatiga, el estado de animo y los
trastornos del suefio entre otros.

Existen varios trabajos que han estudiado la relacion entre las citoquinas y el dolor,
estableciendo una asociacion significativa entre el aumento de los niveles de
citoquinas y el dolor. En esta linea se ha descrito que los niveles de IL-8 en pacientes
con FM se correlacionaban significativamente con la intensidad del dolor medida por
TPi (indice de puntos sensibles, del inglés “Tende Point Index”), (Giir et al., 2002b),
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ademas, también se observd una correlacion significativa entre el TPi y niveles
aumentados del receptor de la IL-2 (IL-2R) en pacientes con FM en comparacién con
los controles sanos (Gur et al. (2002a).

Posteriormente, un estudio realizado en 81 mujeres con FM, observd una
correlacion positiva entre los niveles plasmaticos de IL-6 y la intensidad de dolor
medida por el TPiy el cuestionario de impacto de la FM (FIQ del inglés “Fibromyalgia
impact questionnarie”). En este mismo estudio también encontraron que los niveles de
TNF-a se correlacionaban positivamente con la puntuacion del cuestionario FIQ
(Bazzichi et al. (2007).

En lo que respecta a la relacion entre dolor, depresién y niveles de citoquinas en
pacientes con FM, los hallazgos encontrados son inconsistentes y en algunos casos
contradictorios. (Gur et al. 2002a; Gur et al., 2002b). De la misma manera los
resultados obtenidos al estudiar la asociacion entre la fatiga y los niveles de
citoquinas han sido también inconsistentes. (Wallace et al., 1989; Wallace et al. 2001;
Uceyler et al. 2006)

Finalmente, un estudio examind la asociacion entre el suefio y los niveles de
citoquinas, describiendo una mayor produccion de IL-2 por parte de las células
monocleares de sangre periférica (PBMCs, del inglés “peripheral bood mononuclear
cells”), estimuladas con el mitbgeno PHA (Fitohemaglutinina, del inglés
“Phytohaemaglutinin”) en pacientes con peor calidad de suefio comparado con
pacientes con mejor calidad de suefo. (Hesse-Husain, 2007)

En conclusion, los estudios sobre la asociacion de las citoquinas con la
patdgenesis y sintomas centrales de la FM, son escasos y los hallazgos encontrados

en los mismos, son en general bastante controvertidos.

6.2.2. Polimorfismos de citoquinas.

Se han identificado polimorfismos en los genes de diversas citoquinas, como la IL-
2, IL-12, IL-18, TNF-a e Interferon gamma (IFN-y), implicados en el desarrollo de
enfermedades autoinmunes. Estos polimorfismos pueden dar lugar a la
hiperproduccciéon de estas citoquinas, dando lugar a un disbalance de las mismas y
promoviendo un ambiente proinflamatorio (Cavallo, et al., 1994).

La familia de genes de la IL-1, ha sido relacionada con la susceptibilidad a una

serie de enfermedades sistémicas del tejido conectivo, que incluyen la AR juvenil
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pauciarticular de inicio temprano (McDowell TL et al.1995), la artritis psoriasica
(Rahman P, et al., 2006), la enfermedad de Behcget (Karasneh J, et al., 2003) y la
Esclerosis Sistémica (ES) (Kawaguchi Y et al.,, 2003). En pacientes con AR, la
variante + 3953T del gen de la IL-1[3 se ha asociado con una enfermedad mas activa
y erosiva, con una mayor produccion de IL-13 en monocitos estimulados “in vitro” con
lipopolisacéarido (LPS) (Pociot F, et al., 1992) y con niveles plasméticos mas bajos del
antagonista del receptor de la IL-1, (IL-IRA del inglés IL-1 receptor antagonist)
(Tolusso B, et al., 2006).

En el caso de la Enfermedad de Graves (EG), enfermedad autoinmune
caracterizada por hipertiroidismo, bocio y la presencia de ACSs anti-tiroideos, se ha
observado que ciertos polimorfismos del gen de la IL-1B estan asociados con el
desarrollo de la enfermedad y de la oftalmopatia de Graves, una de las
manifestaciones extratiroideas mas comun en esta patologia. En concreto el alelo C
del SNP rs1143634 del gen de la IL-1[3, se asocié con EG, mientras que el genotipo T
/ T de los SNPsrs1143634 y rs16944 presentaban una menor asociacion con la
enfermedad. En este mismo estudio, también se observé que el genotipo A / A de los
SNPs rs3917368 y rs1143643 del gen de la IL-1B, puede aumentar el riesgo de
desarrollar oftalmopatia de Graves (Yu-HueiLiu., et al 2010)

En el caso de la Artritis Juvenil Idiopatica (AJl), también se han realizado estudios
que indican una asociacion estadisticamente significativa entre el alelo A del SNP
238A | G del gen del TNF-a y la disminucion del riesgo de AJl en las poblaciones
caucésica e irani (Xing-yan Li et al., 2018).

Por otra parte, los polimorfismos genéticos del TNFa y de la IL-1 contribuyen al
desarrollo de la Dermatomiositis Juvenil y también pueden ser indicadores de la
gravedad de esta enfermedad, como lo muestra un estudio realizado en el afio 2009.
(Gulnara, et al., 2009). En este estudio, se observa que los genotipos TNFa -308AG,
TNFa -238GG e IL-1a + 4845TT son factores de riesgo para el desarrollo de la DM
juvenil, mientras que los genotipos TNFa -308GG y TNFa -238AG tienen un efecto
protector frente al desarrollo de la misma.

En relacion a la FM, Jinong Fend y col, realizaron un estudio basado en la
secuenciacion completa del exoma de pacientes con FM para descubrir nuevas
variantes en los genes de las citoquinas proinflamatorias (Feng J et al., 2013). Estos
investigadores encontraron dos genes candidatos, el Cllorf40 y ZNF77. Los

pacientes con FM portadores de mutaciones en estos genes presentaron valores
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significativamente mas altos en los niveles de citoquinas que los controles sanos.
Concretamente, los pacientes con la mutaciéon Cllorf40, presentaban niveles
plasmaticos mas elevados de citoquinas inflamatorias, como MCP-1 e IP-10, en
comparacion con los controles sanos. De manera similar, los pacientes con la
mutacion ZNF77, tenian niveles elevados de IL-12, en comparacion con los controles
sanos. Estos resultados confirman la existencia de una etiologia inflamatoria en la
FM, asi como una disregulacion especifica de las citoquinas en un grupo importante

de pacientes con esta patologia (Feng J et al., 2013).

6.3 Factores de susceptibilidad genética.

6.3.1 Complejo Mayor de Histocompatibilidad: El sistema HLA y su
polimorfismo.

Los organismos multicelulares han desarrollado mecanismos de defensa
imprescindibles para su supervivencia que se basan principalmente en el
reconocimiento de lo propio y de lo no propio. Entre estos mecanismos, uno de los
mas importantes esta constituido por las moléculas codificadas por el CMH, que son
expresadas en las células y tejidos de los organismos y pueden ser reconocidas por
las células del Sl, las cuales son capaces de discernir entre aquellas moléculas del
CMH propias y no propias.

El CMH en humanos se denomina sistema de Antigenos Leucocitarios Humanos o
sistema HLA (del inglés, human leukocyte antigens) y estd compuesto por mas de
200 genes localizados en la region 6p21.3 del brazo corto del cromosoma 6 (Figura
4). Esta region tiene un tamafo de cuatro megabases (Mb) y contiene genes que
codifican para un amplisimo grupo de moléculas que son esenciales para la
adaptacion de los individuos a las agresiones del entorno y que constituyen uno de
los principales soportes del SI (Dunham I, et al., 1989; Kumanovics A, et al., 2003)

Las moléculas HLA tienen un elevado polimorfismo génico y alélico, debido al
elevado numero de genes y variantes alélicas existentes en humanos (Klein J., et al.,
2000). Este elevado polimorfismo, confiere a estas moléculas la posibilidad de unir
diferentes péptidos antigénicos contribuyendo y/o condicionando asi la diferente
respuesta inmunitaria observada entre individuos, el rechazo o aceptacion de injertos

alogénicos y la susceptibilidad a ciertas enfermedades (Shiina T., et al., 2004).
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Los alelos HLA se denominan con una letra que se refiere al loci al que pertenecen
seguidos de un numero que se corresponde con una especificidad antigénica en
particular (Marsh SG., 2012).

El sistema HLA esta compuesto por tres regiones: HLA de clase |, HLA de clase Il y
HLA de clase Il (Figura 4).

La regiéon HLA de clase | esta situada en la posicion mas telomérica y comprende
los loci que codifican para las moléculas clasicas HLA-A, -B y -C, y para los
antigenos no clasicos HLA-E, -F y -G. La region HLA de clase Il esta situada en la
posicibn mas centromérica y engloba a los genes que codifican para las moléculas
HLA-DR, -DQ y —DP. La region HLA de clase lll se sitla entre las regiones de clase |
y clase Il y contiene genes que codifican para distintos factores del complemento (C4,
C2 y Bf), proteinas HSP (proteinas de choque térmico, del inglés, Heat Shock
Proteins), citoquinas (TNF-a y TNF-B), y otros genes no relacionados con el Sl o la
inflamacion (Klein J., et al., 2000; Shiina T., et al., 2004).

Los genes HLA de clase | clasicos se caracterizan por ser altamente polimorficos,
en especial el locus HLA-B (6537 alelos), seguido del locus HLA-A (5266 alelos) y del
locus HLA-C que es el menos polimorfico de los tres (5140 alelos), segun la base de
datos IMGT/HLA: http://www.ebi.ac.uk/imgt/hla/stats.html) consultada en julio de
20109.

El polimorfismo de los alelos no se distribuye al azar sino que esta localizado en

regiones especificas donde se sitian los aminoacidos que interaccionan con los
péptidos procesados. Las regiones de variabilidad de los genes HLA de clase | se
encuentran en los exones 2 y 3y las de los genes HLA de clase Il en el exén 2. Los
mecanismos genéticos de generacion de la variabilidad se deben fundamentalmente a

conversidn génica, mutaciones puntuales y recombinaciones intergénicas.
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Figura 4. Localizacion de los genes del sistema HLA en el cromosoma 6. Los
genes HLA se localizan en el brazo corto del cromosoma 6 humano y se organizan en tres
regiones. La Regién HLA clase | contiene los genes HLA de clase | clasicos (HLA-A, HLA-
B y HLA-C), y no clasicos (HLA-E, HLA-G y HLA-F). La region de HLA clase Il contiene los
genes HLA de clase Il (HLA-DR, HLA-DQ y HLA-DP). Por ultimo, la regién HLA de clase
Il contiene otros genes no relacionados con el sistema inmunitario. (Adaptado de Klein J,
Sato A. N Engl J Med. 2000a; 343:702-9)

Moléculas HLA de clase |

La regidon de clase | se extiende aproximadamente a lo largo de 2Mb. Contiene los
genes HLA de clase | clasicos (HLA-A, HLA-B y HLA-C), los no clasicos (HLA-E, HLA-
F, HLA-G y 12 seudogenes) y genes similares a los de clase | (HFE, MICA, MICB y 5
seudogenes) (Horton R., et al., 2004).

Estructura de las moléculas HLA de clase I.

Las moléculas HLA de clase | estdn compuestas por una cadena pesada o alfa de
45 kilodalton (kDa) y altamente polimérfica que se une de forma no covalente a una
cadena ligera no polimérfica de 12 kDa, llamada B, microglobulina, codificada por
genes localizados en el cromosoma 15. La cadena pesada o alfa, es una glicoproteina
de membrana tipo I, que consta de tres dominios extracelulares (al, a2 y a3), una

region transmembrana y una region intracitoplasmatica (Figura 5).
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La zona de mayor polimorfismo en la secuencia de las moléculas HLA-I se localiza
en unas regiones hipervariables (HVR, del inglés Hypervariable Region), situadas
dentro de los dominios al y a2 (Arnett K. L., et al., 1995)

El dominio a3 es menos polimoérfico que los anteriores, y en su estructura se
encuentra el sitio de union al correceptor CD8 de los linfocitos T.

La PB2-microglobulina o cadena ligera, es una proteina que no presenta
polimorfismo, tiene una estructura de dominio tipo Inmunoglobulinas (Igs) y que se
encuentra codificada fuera del CMH. Esta molécula a diferencia de la cadena a no
contiene una region transmembrana, por lo que se mantiene unida al complejo
mediante su interaccion con los dominios al, 02 y a3 (Figura 5). Su principal funcion
es la de estabilizar la estructura terciaria de la molécula HLA-I y su adecuada

expresion en la superficie celular.
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Figura 5. Estructura de una molécula de clase I. La estructura de las
moléculas HLA de clase | se compone de la cadena ligera extracelular beta-2-
microglobulina (B-2m) y de una cadena pesada (la cadena a) que contiene dos
dominios extracelulares al y a2, que conforman la hendidura de unién al
péptido, y otro dominio extracelular tipo inmunoglobulina (03). Ademas
también presenta una regidontransmembrana y una region citoplasmatico.

Se pueden observar los grupos carboxilo y aminoterminales de la molécula
HLA de clase | Abreviaciones: NH2, amino terminal; COOH, carboxilo terminal;
S-S, puente disulfuro; PO4, fosfato. Tomado de
http://exa.unne.edu.ar/bioquimica/inmunoclinica/documentos/clase CMH.pdf

Los dominios al y a2 se unen formando una lamina de 8 hojas 3 antiparalelas, y 2
regiones de hélices a (Bjorkman P. J.et al., 1987), formando una estructura en forma
un surco cerrado donde se situa el péptido. Esta estructura tiene forma de hendidura y
se denominada “bolsillo” o sitio de union al péptido (en inglés, peptide binding groove)
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en el que los residuos mas polimérficos se encuentran en la base y las paredes de la
hendidura (Kumanovics A, et al., 2003; Lim DG, et al., 2003). En esta hendidura se
acoplan péptidos antigénicos de aproximadamente 8-10 aminoacidos procedentes de
proteinas enddgenas previamente procesadas intracelularmente (Figura 5). Los
denominados epitopos o sitios antigénicos polimorficos se situan en el “bolsillo”,
préximos al sitio de unién con el receptor de las células T (TCR, del inglés T cell
receptor). Lo que ha conducido a la hipotesis de que estos polimorfismos pueden
tener un papel importante en la susceptibilidad a multiples enfermedades (Lim DG, et
al., 2003).

Debido a las caracteristicas estructurales especiales descritas anteriormente, la
funcion principal de las moléculas HLA de clase | en la inmunidad adaptativa consiste
en la presentacion de péptidos a los linfocitos T citotdxicos o T CD8", que reconocen
el complejo péptido/HLA-I a través de su receptor clonotipico, TCR. Otra funcidon de
estas moléculas es la de actuar como ligandos especificos de los receptores KIR
(KIR, del inglés Killer-cell immunoglobulin-like receptor) y CD94/NKG2, expresados en

las células asesinas naturales (NK, del inglés Natural Killer).

Moléculas HLA de clase II.

La region génica HLA de clase Il contiene los genes que codifican para las
moléculas HLA de clase Il y se organiza en 3 subregiones, HLA-DR, -DQ y -DP. La
region HLA-DR, esta constituida por un gen que codifica para la cadena a (HLA-DRA),
cinco genes que codifican las cadenas 3 (HLA-DRB1-5), y 4 pseudogenes (HLA-
DRB6-9). Las regiones HLA-DQ y —DP contienen 2 genes que codifican para la

cadena a y dos para la cadena [3.

Estructura de las moléculas HLA de clase II.

Las moléculas HLA de clase Il son glicoproteinas de membrana de tipo | formadas
por un heterodimero compuesto por una cadena a (31-34 kDa) y una cadena 3 (26-29
kDa). Cada una de estas cadenas esta formada por una region citoplasmatica, una
region transmembrana, y una regidn extracitoplasmatica. La region
extracitoplasmatica esta compuesta por los dominios a2 y (2, que tienen una
estructura del tipo de la superfamilia de las Igs y se sitlan proximos a la membrana
celular, por otro lado, los dominios al y 1 conforman la estructura de unién al péptido
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(bolsillo de union) y se situan en una localizacion mas distal de la membrana celular.
Este bolsillo lo conforman 8 plegamientos en hoja f3, 4 procedentes del dominio 1y 2
plegamientos en hélice a procedentes de las cadenas a y B. Por su parte, el dominio
B2 posee el lugar de union a la molécula CD4 expresada en la superficie de los
linfocitos T (Figura 6).
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Figura 6. Estructura de una molécula de clase Il. Las moléculas HLA
de Clase Il estan formadas por las cadenas o y 3. Cada una de estas cadenas
contiene un dominio extracelular (al y B1, respectivamente) que conforman el
lugar de union al péptido, otro dominio extracelular tipo inmunoglobulina mas
préximo a la membrana (02 y 2, respectivamente), una region transmembrana
y una region citoplasmatico. Se pueden observar los grupos carboxilo y
aminoterminales de la molécula HLA de clase Il Abreviaciones: NH2, amino
terminal; COOH, carboxilo terminal; S-S, puente disulfuro; PO4, fosfato. Tomado
de http://exa.unne.edu.ar/bioquimica/inmunoclinica/documentos/clase CMH.pdf

Las regiones hipervariables de las moléculas HLA-DRB1, estén situadas entre las
posiciones aminoacidicas 24 a 40 y 65 a 80 de la cadena 3. Por otro lado, las
moléculas HLA-DQ y —DP presentan polimorfismo en ambas cadenas a y f3.

El bolsillo de unién al péptido de las moléculas HLA de clase Il difiere ligeramente
respecto al de las moléculas HLA de clase |. Estas diferencias radican principalmente
en el hecho de que sus extremos permanecen abiertos, lo que permite la union de
péptidos de mayor tamafio y de origen exégeno (Harrison. 2019; Abbas AK, et al.,
2010; Muro et al., 2008) (Figura 7)
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Figura 7. Estructura tridimensional de las moléculas HLA de clase Il. (A) ElI complejo
trimolecular del TCR (arriba), molécula del MHC (abajo) y péptido unido forman los determinantes
estructurales del reconocimiento de antigeno especifico. Otros grupos (B) y (C) muestran las estructura de
dominio de las moléculas del MHC clase | (B) y clase Il (C). Los dominios al y a2 de clase | y los dominios
aly B1 de clase Il forman una plataforma de lamina 3 que constituye el piso del surco de union al péptido, y
las hélices a que forman las partes laterales del surco. Los dominios a3 (B) y B2 (C) se proyectan desde la
superficie celular y forman los sitios de contacto para el CD8 y CD4 respectivamente. (Adaptado de EL
Reinhertz et al: Science 286:19133, 1999 y C Janeway et al: Immunobiology Bookshelf, 2nd ed. Garland
Publishing, New York, 1997, con autorizacion.
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6.3.2. HLA y enfermedad.

El descubrimiento de asociaciones entre ciertas enfermedades y las moléculas HLA
ha proporcionado un fundamento firme para entender la etiologia de muchas
enfermedades (Trowsdale, 2011).

La hipotesis general radica en que ciertos polimorfismos de estos genes HLA
codificarian para proteinas que contribuirian a la pérdida de la tolerancia o facilitarian
el desarrollo de autoinmunidad (Van Driel, I.R., et al., 2002; Vyse, T.J.et al, 1996).

Una de las asociaciones mas relevantes entre el desarrollo de una enfermedad
autoinmune y el polimorfismo HLA, es la asociacion entre el HLA-B*27 y el desarrollo
de Espondiloartritis Aquilosante (EA). Otra asociacion también destacable es la
descrita entre los alelos HLA-DRB1*04 y la AR (Masson-Bessiée, C. et al., 2001; Van
Venrooij et al., 2000). Ademas, existen evidencias de otras asociaciones entre alelos
del HLA y enfermedades autoinmunes como la EG, la Esclerosis Mdltiple (EM), el
Sindrome de Sjogren (SS) entre otras (ver tabla 4) (Thorsby, E., 2011).

En la FM, ciertos autores han sugerido un papel directo del sistema HLA en la
patogénesis de la enfermedad, encontrando un aumento en la prevalencia de algunos
antigenos HLA-DR y HLA-B, mientras que otros autores no han encontrado una
asociacion significativa entre la FM primaria y los alelos del sistema HLA (Biasi GL et
al., 1994; Harven SL, et al., 1992), por lo que los estudios realizados hasta la fecha no

son concluyentes.
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Tabla 4. Enfermedades autoinmunes y alelos HLA relacionados. Tabla

adaptada de Thorshy, E., 2011.

Enfermedad autoinmune

Artritis Reumatoide

Artritis Idiopatica Juvenil
Dermatomiosistis
Enfermedad Celiaca
Enfermedad de Allison
Enfermedad de Graves
Esclerodermia

Esclerosis Multiple
Hepatitis Autoinmune
Hipotiroidismo Autoinmune
Diabetes Mellitus Insulo dependiente
MiastemiaGravis

Pénfijo vulgar

Sindrome de Good Pasture

Sindrome de Sjogren

Alelo HLA asociado

DRB1*0101, DRB1*0404, DRB1*0104
DRB1*0801, DRB1*11
DQA1*0501
DQB1*0201, DQB1*0302
DRB1*0404

DRB1*0301

DRB1*11

DRB1*4, DRB1*1501
DRB1*0301, DRB1*0401
DRB1*0301

DRB1*0302, DRB1*0201
DRB1*0301

DRB1*0402

DRB1*15

DRB1*0301, DRB1*0201

6.3.3. Receptores KIR.

En la actualidad, la familia de receptores KIR consta de siete receptores KIR a los
gue se les atribuye una funcién inhibidora y seis a los que se les atribuye una funcion
activadora, ademas de KIR2DL4, que presenta una funcién activadora con potencial
inhibidor.

Los receptores KIR se expresan en células NK (Natarajan et al., 2002) y en una
subpoblacién de linfocitos T (CD8+) (Van Bergen et al., 2010), y estan codificados por
distintos genes que se localizan en el complejo de receptores leucocitarios (LRC, del
inglés, Leukocyte Receptor Complex) en la region 19q13.4 del cromosoma 19 (Vilches
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y Parham, 2002; Bashirova y cols., 2006, Parham P. 2005), tal y como se representa
en el esquema de la Figura 8.
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Figura 8. Localizaciéon cromosémica de los genes KIR. Los genes que codifican
para los receptores KIR estan localizados en el complejo de receptores leucocitarios (LCR)
dentro del cromosoma 19 (19g13.4). Figura modificada de Human Disease Semin
Immunol. 2008
Hasta la fecha, en humanos se han caracterizado 14 genes KIR polimérficos y 2
seudogenes (KIR2DP1 y KIR3DP1), de los que 10 codifican para receptores con dos
dominios de Ig (genes KIR2D) y 4 codifican para receptores con 3 dominios de Ig

(genes KIR3D) (Marsh y cols., 2003).

6.3.3.1. Estructura molecular de los receptores KIR.

Los receptores KIR son proteinas constituidas por 3 regiones: una region
extracelular, una region transmembrana y una region citoplasmatica.

La region extracelular puede presentar 2 6 3 dominios de tipo Igs, denominados

DO, D1 y D2 (Figura 9). De tal manera que si los receptores presentan 2 dominios
extracelulares se clasifican como KIR2D y si presentan 3 dominios como KIR3D.
Adicionalmente, y segun el tipo de dominios extracelulares que presentan, los
receptores KIR2D se clasifican como receptores tipo | si estan constituidos por los
dominios D1-D2, o receptores tipo Il si portan los dominios DO-D2. Los receptores
KIR2D de tipo | son los mas frecuentes, mientras que los de tipo Il Gnicamente estan
representados por los receptores KIR2DL4 y KIR2DL5 (Vilches et al., 2000a; 2000b)
(figura 9).

La region transmembrana y el tallo citoplasmatico determinan la funcion de los
receptores KIR. Asi, los receptores que presentan un tallo intracitoplasmatico largo

con 1 6 2 motivos ITIM (del inglés, Immunoreceptor Tyrosine-based Inhibition Motif)
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presentan una funcién inhibidora, se les distingue afiadiendo la letra L (L, del inglés,
Long tail) al final de su nombre, y se denominan KIR2DL y KIR3DL (Burshtyn et al.,
1999). Por el contrario, los receptores de tallo corto, se identifican con una letra S (del
inglés, Short tail) al final de su nombre, y se denominan receptores KIR2DS vy
KIR3DS. Estos receptores, carecen de motivos ITIMs, pero poseen un residuo de
Lisina (Lys, del inglés Lysine) cargado positivamente en la region transmembrana que
permite la asociacion electrostatica del receptor KIR con la molécula adaptadora
DAP12 (Proteina activadora de DNAX de 12 kDa, del inglés DNAX activation protein
of 12 kDa), que transmite una sefial activadora a través de sus motivos ITAM (del
inglés, Immunoreceptor Tyrosine-based Activating Motif), implicanda en la activacion
de las tirosin quinasas ZAP70 y syk (Moretta y cols., 1997; Vilches y cols., 2002;
Moretta y cols., 2004). Figura 9.
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Figura 9. Estructura de los receptores KIR. Algunos receptores KIR
presentan 2 dominios extracelulares tipo inmunoglobulina (KIR2D), mientras
que otros presentan 3 (KIR3D). Ademas, estos receptores, pueden
presentar una region citoplasmatica larga (KIR2DL, KIR3DL) o corta
(KIR2DS, KIR3DS), que determina una funciéon efectora inhibidora o
activadora, respectivamente. Bashirova et al. Annual Reviews of Genomics
and Human Genetics. 2006; 7: 277-300

Los genes KIR presentan una distribucién uniforme entre las regiones
centroméricas y teloméricas del locus KIR, de manera que estas regiones tienen un
contenido de genes alternativo y distintivo. Los haplotipos A se forman por la
combinacion de los motivos centroméricos y teloméricos A, y codifican en la region
centromérica, los receptores inhibidores para HLA-C1 (KIR2DL3) y HLA-C2
(KIR2DL1) y en la region telomérica, los receptores inhibidores para HLA-Bw4
(KIR3DL1) y HLA A3/11 (KIR3DL2). Los haplotipos A, Unicamente contienen un
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receptor activador (KIR2DS4), que reconoce como ligandos a las moléculas HLA-
A3/11 y algunas moléculas HLA-C C1y C2, (figura 10).

Los haplotipos KIR B contienen el receptor inhibidor KIR2DL2 que reacciona
especificamente con el epitopo C1, pero carecen de los genes que codifican para los
receptores inhibidores KIR2DL1 y KIR3DL1, cuyos ligandos especificos son las
moléculas HLA-C2 y HLA-Bw4, respectivamente. Los haplotipos KIR B se caracteriza
por presentan el receptor activador KIR2DS1 y otros receptores KIR que no
reconocen moléculas HLA de clase |, como el receptor inhibidor KIR2DL5 y los
receptores activadores KIR2DS2, KIR2DS3 KIR2DS5 y KIR3DS1 (figura 10). Todos
los haplotipos portadores de un dominio centromérico B o telomérico B, y aquellos
portadores de ambos motivos centromérico B y telomérico B, se agrupan dentro de
los haplotipos KIR B. Multiples estudios han demostrado que la frecuencia de estos

haplotipos varia entre las diferentes poblaciones humanas.

I

__|

Cen-A genes Tei-A genes
Haplotype A - .
51§ 5 uE 72—
30L3 2DL3 20L1 20L4  3DL1 2054 3Dz
Centromere Telomere
— —
C1 c2

-~ EEEEEEEEREER

30L3 2082 20L2 20158 2DS53 2DL4 3DS1 20DL5A 2DS5 2051 30L2

Haplotype B

N —————————————
Cen-B genes Tel-B genes

. Framework genes . Activaling recepior genes . Inhibfiory recepior genes

% Most contrals (63.5%2) lacked the full-length form of KIR2DS4

=

Figura 10. Distribucion de los genes KIR en haplotipos. Susan E.
Hiby, Mary Carrington, Moffet A.J Clin Invest.2010;120 (11):4102-4110.
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6.3.3.2. Ligandos HLA clase-I de los receptores KIR.

Los receptores KIR reconocen como ligandos a las moléculas MHC clase |. Entre
estas moléculas, los principales ligandos de los receptores KIR son las moléculas
codificadas por los alelos del locus HLA-C, y en menor medida por alelos de los locus
HLA-A, HLA-B y HLA-G.

Existen dos grupos de ligandos HLA-C para los receptores KIR, denominados C1 y
C2, definidos por la existencia de un dimorfismo en la posicion 80 de la al-hélice de
estas moléculas (Mandelboim et al., 1996; Parham P., 2004).

El grupo C1 (alelos HLA-C*"%) se caracteriza por presentar el aminoéacido
Asparagina (Asn) en la posicién 80 e incluye a los alelos HLA-C*01, *03, *07, *08, *12,
*14, *16:01. Por su parte, el grupo C2 (alelos HLA-C"*®) presenta una Lisina (Lys) en
la posicién 80 y engloba a los alelos HLA-C*02, *04, *05, *06, *15, *16:02, *17, *18
(tabla 5).

Las moléculas HLA-I codificadas por los alelos del grupo Cl1 son ligandos
especificos de los receptores KIR2DL2/S2 y KIR2DL3, mientras que las codificadas
por los alelos del grupo C2 son los ligandos especificos de los receptores
KIR2DL1/S1 (Parham, 2005b).

En cuanto a los alelos de los locus HLA-A y HLA-B como ligandos de los
receptores KIR, es de destacar, la presencia de un determinante antigénico, llamado
epitopo HLA-Bw4, que es compartido por algunas moléculas HLA-A y HLA-B. Este
epitopo presenta un dimorfismo en la posicion 80 de la a-1 hélice, en base a la
presencia de un aminoacido de isoleucina (lle) o de treonina (Thr) (tabla 5). Las
proteinas codificadas por los alelos de los locus HLA-A y -B que contienen el epitopo
HLA-Bw4, son ligandos especificos para el receptor KIR3DL1 (Farag and Caligiuri,
2006).
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Tabla 5. Dimorfismo del epitopo Bw4 y de las moléculas HLA-C.

Aminoacidos Alelos

HLA-A*23, -A*24, -A*25,- A*32,
Dimorfismo en 1180 HLA-B*38, -B*49, -B*51, -B*52, -B*53, -B*57,
-B*58, -B*59, -B*63
posicion 80 del

Epitopo HLA-Bw4 HLA-B*13,- B*27, -B*37,- B*44, -B*47

Grupo C1: HLA-C*01, C*03, C*07, C*08, C*12,

Asn80 C*14, C*16:01
Dimorfismo en
posicién 80 de HLA-C Grupo C2: HLA-C*02, C*04, C*05, C*06, C*15,
Lys80 C*16:02, C*17, C*18

6.3.3.3. Interaccion entre los receptores KIR y sus ligandos.

Los receptores KIR2DL1/S1 y KIR2DL2/3/S2, reconocen moléculas HLA-C del
grupo C2 (HLA-C"*®) y del grupo C1 (HLA-C**"®), respectivamente, mientras que los
receptores KIR3DL1 y KIR3DL2 interaccionan con alelos HLA que presentan el
epitopo HLA-Bw4 y HLA-A3/11, respectivamente (Farag and Caligiuri, 2006) (figura
11).

La unidn de las moléculas HLA-B al receptor KIR3DL1 esta determinada por el
aminoacido en la posicion 80 de la molécula HLA-B (D’Andrea A et al 1995). De tal
manera, que los alelos HLA que presentan el epitopo Bw4, pueden contener una
isoleucina o una treonina en posicion 80 y constituyen ligandos para el receptor
KIR3DL1, mientras que los alelos con el epitopo Bw6, presentan una asparagina en
posicion 80, y no reconocen a KIR3DL1.

Ademas, se ha descrito una alta similitud estructural entre los receptores
KIR2DS1 y KIR2DL1, ya que ACS monoclonales dirigidos frente a KIR2DL1 reacciona
de forma cruzada con KIR2DS1, no obstante, se ha observado que a pesar de las
similitudes entre ambos, el receptor KIR2DS1, a diferencia de KIR2DL1, se une
débilmente a los alelos HLA-C del grupo C2 (Biassoni et al 1997; Vales-Gomez et al
1998). También se han observado similirudes estructurales entre los receptores
KIR2DS2 y KIR2DL2/3.
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Figura 11. Receptores KIR y su interaccion con ligandos HLA de clase I. Los
receptores KIR2DL1/S1 y KIR2DL2/3/S2 interaccionan con moléculas HLA-C2 y HLA-C1,
respectivamente. Los receptores KIR3DL1 y KIR3DL2 interaccionan con moléculas HLA de
clase | que presentan el epitopo HLA-Bw4 y con las moléculas HLA-A3/11, respectivamente.
*, Los ligandos de estos receptores se desconocen en la actualidad. Figura adaptada de
Rajalingam R et al; TheKoreanjournal of hematology. 2011; 46(4): 216-28.

La interaccion entre los receptores KIR inhibidores y sus correspondientes ligandos
induce sefales de inhibicién, y la interaccion entre los receptores KIR activadores y
sus ligandos producen sefiales de activacion (figura 12). En este sentido, se ha
obsevado que las sefiales de inhibicion predominan sobre las sefiales de activacion,
previniendo asi la lisis de células diana (Parham, 2004; Igarashi et al., 2004; Khakoo
et al., 2004).

Ademas, también se ha demostrado que las sefales de inhibicion producidas por
la interaccion entre las moléculas HLA-C y sus correspondientes receptores
inhibidores KIR2DL son de diferente intensidad. Esta intensidad de interaccion, esta
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condicionada por la diferente afinidad entre los distintos receptores y sus
correspondientes ligandos. De esta manera, la afinidad del receptor KIR2DL1 por los
ligandos HLA-C del grupo C2 (HLA-C™*%%) es muy fuerte y especifica, mientras que la
afinidad de los receptores KIR2DL2/3 por los ligandos HLA-C del grupo C1 (HLA-
C*"8) es mas debil (figura 12). La intensidad y la especificidad de la interaccién
KIR/HLA-C también viene definida por el dimorfismo correspondiente del receptor KIR
en la posicion 44 del dominio D1 (metionina en KIR2DL1/S1 y lisina en KIR2DL23
(figural3).

-1
NK cell Dendritic cell

Inhibit

KImDOLw

. HLA-C

Ligand =

Activating

receptor
Inhibito Affinity of
r«:opto:y HLA-C ligand imor:l:gtion
KIR2DL1 | Lysine 80 C2 | Strong

KIR2DL2 | Asparagine 80 | C1 | Intermediate
KIR2DL3 | Asparagine 80 | C1 | Weak

Two common arrangements
of KIR2DL genes on chromosome 19

e KIR2DL2) KIR2DL 1
| KIR2DL3 | KR 2D 1

Figura 12. Afinidad de Ila interaccibn entre los
receptores KIR2DL y los ligandos HLA-C.

La funcién efectora de las células NK esta determinada por el
balance entre sefales procedentes de receptores activadores e
inhibidores como KIR2D. La afinidad del receptor KIR2DL1 por los
ligandos HLA-C2 es muy fuerte, mientras que los recptores
KIR2DL2 y KIR2DL3 presentan una afinidad intermedia y débil,
respectivamente, por los ligandos HLA-CL1. En la parte inferior de la
figura A se indican los dos reordenamientos cromosomicos mas
comunes de los genes KIR2DL.. Parham P, Science 2004; 305: 786-787.
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KIR2DL2/HLA-Cw3

KIR2DL1/HLA-Cw4

Figura 13. Interaccion entre los receptores KIR2DL y los

ligandos HLA-C.

La figura representa el reconocimiento de moléculas HLA-C por los
receptores KIR2DL2 (izquierda) y KIR2DL1 (derecha). Las interacciones
entre los residuos de HLA-C en posicion 80 y los residuos de los receptores
KIR estan resaltadas en cada panel. El receptor KIR se muestra en verde y
la molécula HLA-C en marrén y rojo. Las interacciones entre KIR/HLA-C
estan representados por lineas de puntos (tomado de Boyington y cols.,

2001).

Funcionalmente, la interaccion del receptor KIR2DL1 con sus ligandos HLA del

grupo C2, es la presenta una mayor actividad inhibitoria, que llega a ser maxima

cuando los ligandos HLA-C del grupo C2 se encuentran en homocigosis (figura 14), lo

gue conduce a un estado de tolerancia en el huésped.
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Figura 14. Jerarquia de inhibicion de las interacciones de

receptores KIR2DL y sus

NatRewlmmunol 2005;5 (3): 201-14.
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Asi pues, la interaccion entre los receptores KIR y sus ligandos HLA-I ha generado
un gran interés en la comunidad cientifica (Bakker et al. 1998; Rajagopalan and Long
2005), puesto que los receptores KIR y las moléculas HLA clase | presentan un alto
grado de polimorfismo (Du et al. 2007; Hollenbach et al. 2012;), que les confiere gran
potencial como marcadores de susceptibilidad y/o progresion de distintas
enfermedades (Parham 2005).

6.6.2.4. KIR y enfermedad

Los receptores KIR y sus ligandos HLA clase | se han asociado a una gran
variedad de enfermedades, como enfermedades autoinmunes, infecciosas vy
tumorales (Tajik et al. 2011; Aranda-Romo et al. 2012; Al Omar et al. 2010; Martin et
al. 2010).

Respecto a la asociacion de los receptores KIR y sus ligandos con el desarrollo de
enfermedades autoinmunes, existe un estudio publicado recientemente, realizado en
pacientes con AR, en el que se ha observado que la activacion del receptor KIR2DS1
solo o en combinacién con el genotipo HLA-C1C1 (que indica la ausencia de los
ligandos HLA para su receptor inhibidor homodlogo KIR2DL1) esta asociado con la
susceptibilidad a la enfermedad, mientras que el receptor KIR2DL2 en combinacion
con el ligando HLA-C1, esta asociado con un efecto protector frente al desarrollo de la
misma (Sun HS et al., 2019)

Por otro lado, se ha descrito que los receptores KIR3DS1 y el KIR2DS1 podrian
conferir una mayor susceptibilidad a sufrir EA (Jiao YL et al., 2008).

Ademas, otro estudio realizado en el afio 2018, ha asociado el grupo de ligandos
HLA-C1 con un mayor riesgo de sufrir Lupus Eritematoso sistémico (LES) (Gambino
CMet al., 2018.).También se ha observado una relacidon importante entre los genes
KIR y sus ligandos HLA con la tasa de incidencia de ES en la poblacion irani
(Mahmoudi Met al., 2017).

En cuanto a la Tiroiditis de Hashimoto (TH), un estudio realizado en el afio 2016, en
la poblacidn china, sugiere que la interaccion KIR2DS2 / HLA-C1 se correlaciona con
la patogénesis de la TH, por el contrario, el predominio de la interaccién inhibitoria
entre los receptores KIR2DL2 /3 y los ligandos HLA-C1, en ausencia de KIR2DS2,
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sugiere un posible papel protector en la patogénesis de esta enfermedad (Li JT et al.,
2016).

También se ha encontrado una asociacion entre el receptor KIR3DL1 en
combinacion con el ligando HLA-Bw4, y un efecto protector frente al desarrollo de la
EM en la poblacion afroamericana (Hollenbach JAet al., 2016).

Sin embargo, para FM, en especial la asociada a depresion, en la que se sabe que
existe una implicacion de las células NK y de sus receptores KIR (Carvalho LS et al.,

2008), hasta el momento, no se han publicado estudios cientificos relevantes.

6.3. Factores ambientales (agentes vivos de enfermedad).

Los microorganismos que con mayor frecuencia han sido relacionados con el
desarrollo de autoinmunidad, son los virus y las bacterias, que pueden actuar como
factores iniciadores del proceso inflamatorio inicial o bien como factores que
participan en la cronificacion del proceso inflamatorio. Uno de los mecanismos mas
importantes que asocia las infecciones por microorganismos con la aparicion y
desarrollo de enfermedades autoinmunes es la teoria del mimetismo molecular
(Aichele, P., et al., 1996).

De acuerdo con la teoria del mimetismo molecular un individuo susceptible
adquiere una infeccién con un microorganismo, ya sea una bacteria 6 un virus. Como
consecuencia de esta infeccion se exponen secuencias de aminoacidos que son
idénticas 0 muy parecidas entre un antigeno propio y una parte del microorganismo, y
se origina una reactividad cruzada, de tal manera que la presencia de una segunda
sefal coestimuladora como un ambiente proinflamatorio o LT autorreactivos podria
iniciar una respuesta inmunitaria aberrante, acompafnada de la activacion policlonal de
linfocitos B, que adquiririan la capacidad de generar autoACS frente a proteinas
propias (Fujinami et al., 2006; Welsh, et al., 2010)(Klein R, et al., 1990).

Actualmente, existe una gran variedad de ejemplos de mimetismo molecular
aplicados a la inmunopatogenia de las enfermedades autoinmunes, como la similitud
de proteinas del Citomegalovirus (CMV) y del Virus del Epstein Barr (EBV) en el SS,
(Varani, S. et al., 2011), Clamidia pneumoniae y Haemophillus influenzae en la DM
tipo I, (Varani, S. et al., 2011; Soares, M.B.et al., 1999), o la polimerasa del virus de la
hepatitis B implicada en la EM (Costantino, C. M, el al., 2008), aunque el ejemplo mas

conocido lo constituye el desarrollo de la enfermedad reumética tras la infeccion por el
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Estreptoccoco betahemolitico del grupo A, en la que el antigeno M y el antigeno
carbohidrato del grupo A de este microorganismo presentan mimetismo molecular con
la miosina presente en el tejido cardiaco, y también con otros autoantigenos del tejido
sinovial, la piel y el SNC, lo que origina las manifestaciones clinicas de la enfermedad
reumatica (Aichele, P., et al., 1996; Ludewig, B et al, 2000; Fujinami et al., 2006).

Sin embargo, la presencia de secuencias similares entre un microoganismo y una
molécula propia, no es suficiente para disparar la autoinmunidad, ya que este es un
fendbmeno frecuente que ocurre durante la presentacion y reconocimiento antigénico
en individuos sanos (Fujinami et al., 2006), por lo que se requeriria la existencia de un
“epitopo relacionado con la enfermedad” como un epitopo compartido o un péptido
artritogénico (Meda, F., et al., 2011).

En el caso de la FM, diversos estudios han propuesto la teoria del mimetismo
molecular entre un péptido bacteriano o viral, con un péptido constitutivo del
organismo (péptido relacionado con la 5-HT), como mecanismo de pérdida de
tolerancia o desarrollo de autoinmunidad (Avrameas S, et al., 1995).

7. TRATAMIENTO DE LA FM.

La FM presenta una gran dificultad en su manejo terapéutico debido a la
heterogeneidad en la presentacion clinica de la enfermedad y a la gran variedad de
sintomas centrales que presentan los pacientes, siendo estos principalmente de dos
tipos:

1. Los derivados del dolor, que incluyen dolor generalizado, dolor localizado y dolor

visceral.

2. Los sintomas no dolorosos, como la fatiga, alteraciones del suefio, trastornos

cognitivos, depresion y ansiedad.

En la actualidad no hay ningun farmaco especifico aprobado para la FM por la
Agencia Espafola de Medicamentos y productos Sanitario (AEMS) ni por la Agencia
Europea del Medicamento (AEM). Solo tres farmacos, la duloxetina, el milnacipran
(inhibidor de la recaptacion de serotonina y norepinefrina , IRSN) y la pregabalina (un
anticonvulsivo) estan aprobados para su uso en la FM en otros paises del mundo, por
lo que la mayoria de los tratamientos farmacoldgicos que se usan en la FM no son

especificos de esta enfermedad (Hauser, W et al. 2014Db).
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Un metaanalisis realizado reuniendo todas las directrices Europeas, de oriente
Medio y América del Norte, en relacion al manejo terapeutico de los pacientes con
FM, concluyd que el tratamiento de la FM debe integrar tanto el enfoque
farmacoldgico como el no farmacologio y debe involucrar a los pacientes como
participantes activos en el proceso (NuUesch, E. et al. 2013; Russell 1J, 2008). Ademas,
las recomendaciones de tratamiento deben ser guiadas por la literatura cientifica, la
experiencia clinica y las preferencias del paciente.

Se ha observado que ningun tratamiento especifico es eficaz para todos los
pacientes con FM. Ademas, el tratamiento farmacologico es eficaz para controlar los
sintomas claves como el dolor, la fatiga, la depresién y la calidad de vida a corto
plazo, pero no hay evidencia que de a largo plazo continue siendo eficaz, a excepcion
del mantenimiento del ejercicio fisico. (Hauser W. et al., 2009a).

En Europa, segun la guia EULAR, se debe dar importancia al tratamiento no
farmacolégico de la FM (MacFarlane GJ, et al., 2017), por causas como la rentabiliad
econdémica, la seguridad y la disponibilidad, y porque asi lo prefieren también los
pacientes. El ejercicio fisico, por su pérfil de eficacia y seguridad, es la medida
terapeutica que debe ser prescrita a todos los pacientes con diagnosico de FM. Por el
contrario, existe un bajo nivel de evidencia cientifica respecto a la eficacia de la
intervencion farmacolégica en la FM, debido a los potenciales efectos adversos y el
bajo cumplimiento por parte de los pacientes, por lo que debe ser indicada
unicamente en casos especificos (por ejemplo, dolor no sensible o trastornos del
suefo).

En las situaciones mas graves, los pacientes pueden beneficiarse de un enforque

terapéutico multimodal (figura 15).
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Figura 15. Posibles terapias para la fibromialgia. Terapias no farmacolégicos
(terapia cognitiva-conductual y ejercicio) y terapias tratamiento farmacoldgico (como
anticonvulsivos y antidepresivos de gabapentinoides), SNC, sistema nervioso central;
GABA, acido y-aminobutirico; SNRI, Serotonina-inhibidor de la recaptacion de
noradrenalina. * Tratamiento plausible. ¥ Tratamiento probable en ambos sentidos
dependiendo de la comorbilidad. Modificado Fibromyalgia. NatureReviews. Disease
Primers. Volume 1. 2015

7.1. Tratamiento farmacoldgico:

El manejo terapéutico de la FM incluye el uso de farmacos que modulan la
neurotransmision y actdan sobre el dolor, los circutos de la emocion y de la
recompensa.

Las guias europeas proporcionan una lista detallada de farmacos recomendados
segun una revision que incluye metaanalisis y otras revisiones sistematicas
publicadas (MacFarlane GJ, et al., 2017). En estos estudios, los autores evaluaron el
perfil de seguridad y la eficacia de varios medicamentos, incluidos los antidepresivos,
los moduladores del dolor, las hormonas, los anticonvulsivos y los relajantes
musculares. Para algunos de ellos, como la amitriptilina, la pregabalina y la

duloxetina, los resultados en cuanto al dolor fueron alentadores. Otros sintomas,
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como los trastornos del suefio, la fatiga y la discapacidad, pueden mejorar con la
Amitriptilina, pregabalina o agentes serotoninérgicos. Por el contrario, debido a un
perfil de seguridad y eficacia bajo, el uso de otros compuestos, tales como
ciclobenzaprina, hormona del crecimiento, antiinflamatorios no esteroideos (AINE),
esteroides fuertes, opioides e inhibidores de la monoamino oxidasa han sido
desalentadores.

Por otro lado, existen evidencias sobre los efectos de otras moléculas en los

sintomas de la FM basados en ensayos o revisiones cientificas. (Atzeniet al. 2019).

Las principales alternativas farmacolégicas para el tratamiento de los sintomas de la
FM son:

El dolor se trata tradicionalmente con analgésicos simples (paracetamol), AINE o
medicamentos opioides (tramadol). Sin embargo, los AINE no muestran un efecto
superior en comparacion con el placebo y se asocian con considerables efectos
adversos (Sommer, et al., 2012). EL Tramadol, agonista de los receptores opioides p,
ha demostrado un efecto moderado sobre el dolor, sin producir cambios en la calidad
de vida y se asocia con un perfil de efectos adversos similar a otros agentes opioides
(Sommer, C. et al., 2012).

Los medicamentos antidepresivos han sido la piedra angular de los tratamientos
farmacoldgicos recomendados para la FM. Estos farmacos aumentan los niveles de 5-
HT y NA y muestran efectos sobre el dolor, que son independientes de los efectos
sobre el estado de &nimo. Entre estos se encuentran la pregabalina (Ugeyler, N. et al.,
2013), duloxetina y milnacipran (Hauser, W., et al., 2013)

La Ciclobenzaprina, un analogo estructural de los antidepresivos triciclicos, tiene
efectos sobre el suefio a dosis bajas. También a dosis baja, la amitriptilina, un
antidepresivo triciclico, ha mostrado un efecto favorable para el alivio del dolor,
trastornos del suefio y la fatiga, pero su uso esta limitado por sus efectos
anticolinérgicos, antihistaminicos, y por el desarrollo de taquifilaxia (disminucion del
efecto después de una administracion repetida) (Moldofsky, H. et al., 2011).

Debido al perfil de efectos adversos de los antidepresivos triciclicos, se han
estudiado otros antidepresivos, como los inhibidores selectivos y los no selectivos de
la recaptacién de 5-HT (ISRS y INSRS, respectivamente). Todos estos agentes, a
excepcion del citalopram, mostraron un efecto positivo en el dolor, y algun efecto

sobre la fatiga, la depresion, el suefio y una mejoria de la calidad de vida (Hauser, W.,
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et al., 2012). En general, los efectos adversos graves relacionados con los
antidepresivos, especialmente con los INSRS son raros, pero el 20% de los pacientes
interrumpen el tratamiento debido a la intolerancia (Hauser, W., et al., 2013).

Los medicamentos anticonvulsivos disminuyen la excitacion neuronal tanto central
como periférica. Entre estos, los Gabapentinoides (anticonvulsivos de segunda
generacion), han mostrado eficacia en el tratamiento de la FM en grupos reducidos
de pacientes (Ugeyler, N. et al., 2013). La Pregabalina, ha demostrado producir una
ligera reduccién del dolor y de los problemas del suefio, pero tiene efectos limitados
sobre la fatiga, la depresion, la ansiedad y la calidad de vida (Ugeyler, N. et al., 2013).

Otras categorias de medicamentos que podrian usarse en la FM incluyen
cannabinoides, agentes dopaminérgicos, naltrexona, tranquilizantes y antagonistas de
los receptores de la 5-hidroxitriptamina. El uso de los cannabinoides a base de
preparados herbales puede ser controvertido, sin embargo la preparacion
farmacéutica nabilona podria tener efecto sobre el dolor y la calidad del suefio
(Ware, M. A,, et al., 2010).

El agente dopaminérgico pramipexol se ha asociado a la mejoria del dolor, sin
embargo, su uso estad restringido por los efectos adversos gastrointestinales que
produce. (Holman, A. J., et al., 2005).

El antagonista de los opioides naltrexona ha mostrado efectos sobre el dolor, pero
no actua sobre la fatiga y la calidad de suefio. (Younger, J et al., 2009). Los agentes que
promueven el suefio incluyen el zopiclone (Gronblad, M., et al., 1993), la benzaprine
(Moldofsky, H. et al., 2011) y quetiapine (Calandre, E. P. et al., 2014).

Los antagonistas de los receptores de 5-hidroxitriptamina 3, agentes cuya
indicacion principal es como  antieméticos, han demostrado, en estudios
preliminares, efectos beneficiosos para el tratamiento de la FM (Vergne-Salle, P.
et al., 2011).

7.2. Tratamiento no farmacologico.

El tratamiento no farmacolégico parece tener un mayor impacto en las
manifestaciones clinicas, los sintomas y la calidad de vida de los pacientes con FM
que los tratamientos farmacolégicos (F. Atzeni et al., 2019).

Estos se basan principalmente en la educaciéon del paciente, la realizacion de un

programa de ejercicios y estiramientos adecuados y la terapia cognitivo-conductual.
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En la mayoria de los casos es recomendable utilizar una estrategia multiple,
combinando diferentes posibilidades terapéuticas, y aconsejando el mantenimiento de
la actividad fisica.

Las diferentes posibilidades terapéuticas comprenden:

Ejercicio fisico. Los pacientes con FM normalmente tienen un bajo estado de
forma fisica, por lo que el ejercicio fisico es una parte muy importante en
cualquier programa terapéutico, y la eficacia va a depender de los
personalizado que este. Comprende ejercicios aerdbicos, ejercicios de
fortalecimiento muscular, y ejercicios de estiramiento y flexibilidad.

Terapia con agentes fisicos. Existen diferentes opciones terapéuticas que
utilizan dispositivos fisicos para el tratamiento de dolor musculo-esquelético
generalizado en pacientes con FM, aunque este tipo de dolor es un mal
candidato para los tratamientos fisicos, ya que tienen un efecto local, y el

efecto es positivo solo a corto plazo en la mayoria de los pacientes.

Los dispositivos fisicos comunmente empleados son: El laser o luz amplificada
por Emision Estimulada de Radiacion, Termoterapia, estimulaciébn nerviosa
transcutanea (TENS), ultrasonido, Magnetoterapia, tratamientos fisicos a nivel
craneal: estimulacibn magnética trascraneal (EMT) y corriente directa

transcraneal, tratamiento quiropractico, y masaje.

Tratamiento psicolégico. La terapia cognitivo-conductual (TCC) y la terapia
conductual -Operante (TCO) son las dos opciones mas utilizadas en el

tratamiento de la FM.

Las nuevas terapias de apoyo psicolégico muestran resultados
prometedores e incluyen realidad virtual, terapia de conciencia corporal basica
(BBAT), Terapia de comportamiento cognitivo (TCC) y Musica de Grupo e
Intervencion de imagenes (GrpMl, del inglés “Randomized Trial of a Group
Music and Imagery Method”).

La realidad virtual modula la percepcion del dolor al influir en la atencion, la
concentracion y las emociones de los pacientes con FM (Pourmand A, et al.,

2018). Por su parte el BBAT es un programa de entrenamiento para fomentar la
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conciencia de la coordinacion corporal, ensefilando a los pacientes como
moverse correctamente en el espacio y tiempo (Bravo C., et al., 2018).

La TCC se centra en las estrategias de afrontamiento, el control emocional
y la psicologia cognitiva, y ha demostrado resultados exitosos para
contrarrestar los trastornos del estado de animo y la discapacidad de los
pacientes con FM. (Kashikar-Zuck S, et al., 2018).

La intervencion de GrpMI, cuando se combinG con la relajacion, también
mostro efectos beneficiosos sobre el estado de animo y la sensibilizacion al
dolor en 56 mujeres con FM inscritas en un ensayo aleatorizado de 12
semanas de duracién (Torres E, et al., 2018).

- Terapias naturales o alternativas. Su uso esta muy extendido entre las personas
con FM, a pesar de la escasa evidencia cientifica existente acerca de su
eficacia. Las mas populares son: acupuntura, homeopatia, ozonoterapia,
suplementos dietéticos y nutricionales, Qi-Gong, Reiki, Tai-Chi. Diversos
estudios han mostrado un beneficio significativo de la disciplina china Tai Chi
sobre el ejercicio aerdbico en términos del estado de animo y trastornos del

suefio, discapacidad y calidad de vida (Wang C, et al., 2018).
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HIPOTESIS

La FM es un proceso de dolor cronico, generalizado, de localizacion preferentemente
osteomuscular, cuya etiologia no se conoce con exactitud, pero en la que se piensa
podria haber una ruptura del funcionamiento normal de los sistemas inmunitario y
neuroendocrino, y en la que participarian una compleja red de moléculas como
citocinas, hormonas y neurotransmisores, asi como los receptores de dichas
moléculas.

Por tanto, y en base a esta premisa, en el presente trabajo se plantean las siguientes
hipotesis de trabajo:

1) Ciertos procesos que impiden el normal funcionamiento del sistema
inmunitario y neuroendocrino, en concreto las vias serotoninergica-noradrenergica,
pueden favorecer la aparicibn de patologias que cursan con dolor cronico,
hiperalgesia y alteraciones de conducta similares a la FM. Se sabe que bajos niveles
de serotonina, asi como la presencia de fendmenos autoinmunes asociados con la
presencia de ACS circulantes anti-serotonina o anti-gangliésidos, pueden alterar el
funcionamiento de esta via y ser uno de los desencadenantes de la FM, por tanto, su
deteccion puede ser de utilidad en el diagndstico, evolucidn y prondstico de la misma.

2) En pacientes con fibromialgia se ha descrito un desequilibrio entre las
citoquinas pro- y anti-inflamatorias, de manera que parece existir un predominio de las
citoquinas pro-inflamatorias. Estas pueden activar los receptores del dolor localizados
en las terminaciones de las neuronas, aumentando la sensibilidad al mismo, lo que
puede favorecer la aparicion de alteraciones conductuales o “sickness behavior”, y el
desarrollo de sintomas como el dolor, la fatiga y las conductas depresivas. Por tanto,
en el presente trabajo se plantea que la cuantificacion y el estudio del polimorfismo
genético de las citocinas proinflamatorias y antiinflamatorias en pacientes con FM,
podria aportar informacién valiosa sobre el grado de afectacion de los individuos y su
posible asociacion con la las manifestaciones de la enfermedad.

3) Se ha descrito que los receptores KIR en combinacion con sus ligandos HLA
de clase | pueden conferir susceptibilidad o proteccion a determinadas enfermedades
autoinmunes y/o inflamatorias. Por tanto, en el presente trabajo se plantea que el
analisis del polimorfismo de los genes KIR y HLA de clase | podria ser util para
determinar la asociacion de estos genes con la susceptibilidad o proteccion frente a la

FM, su progresion y sus manifestaciones clinicas.
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OBJETIVOS

1. Determinar el papel de los mecanismos autoinmunes en la patogenia de la FM.
Evaluar la presencia de ACS anti-serotonina, ACS anti-gangliésidos y otros
autoACS en sangre periférica de pacientes con FM y controles sanos asi como
analizar la variacion de estos ACS en funcion del estado clinico de los pacientes
con FM.

2. Evaluar la presencia de disbalances entre citoquinas pro-inflamatorias y anti-
inflamatorias y estudiar la asociacion de los polimorfismos genéticos de estas

citoquinas con la susceptibilidad y las manifestaciones clinicas de la FM.
3. Analizar el polimorfismo de los genes KIR y HLA de clase | y clase Il en pacientes

con FM y controles sanos con el objetivo de conocer su posible asociacion en la

susceptibilidad y manifestaciones clinicas de la enfermedad.
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PACIENTES Y METODOS.

1. DISENO DEL ESTUDIO.

En el presente trabajo se ha estudiado una cohorte de pacientes diagnosticados de
FM tipo I, pertenecientes a la Asociacion Murciana de Sindrome Fatiga Cronica y
Fibromialgia (AFFIRMA) de la Region de Murcia y un grupo de controles voluntarios
sanos.

Los individuos que han participado en este estudio se seleccionaron mediante
entrevista personal realizada por el médico responsable, siendo imprescindible para
su inclusion en el mismo el consentimiento informado (ver anexo 1) firmado por el
paciente y la aprobacion del Comité Etico del Hospital Clinico Universitario Virgen de
la Arrixaca (HCUVA).

2. DIAGNOSTICO DE FIBROMIALGIA

El diagnéstico de FM se realizé aplicando los criterios diagnosticos de FM de la
ACR del afio 1990 (Wolfe et al. 1990) complementandolos con los nuevos criterios
diagndsticos de la ACR 2010 (Wolfe et al. 2010), como son el indice de Dolor
Generalizado (WPI, del inglés Windespread Pain Index) y la Escala de Severidad de
los Sintomas (SSS, del inglés Symptom Severity Scale).

Un paciente satisface los criterios diagnosticos para FM si cumple las siguientes
tres condiciones:

1. Paciente con historia de dolor generalizado durante al menos tres meses de
forma continua. El dolor debe aparecer en las siguientes areas: lado derecho e
izquierdo del cuerpo, por encima y por debajo de la cintura y en el esqueleto
axial (columna cervical, pared toracica anterior, columna dorsal o columna
lumbar). Por tanto, se cumplen las condiciones de dolor generalizado si existe
dolor en alguna region del esqueleto axial y en, al menos, tres de los cuatro
cuadrantes corporales (dividiendo el cuerpo con una linea vertical longitudinal
que separe los dos hemicuerpos, derecho e izquierdo, y una linea transversal

que pase por la cintura y separe las dos mitades superior e inferior) o,
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excepcionalmente si existe dolor en dos cuadrantes opuestos de los dos ejes
de division corporal (Wolfe F, et al., 1990).

2. Ausencia de otra enfermedad sistémica que pueda causar el dolor y el resto de
sintomas.

3. Dolor a la presion en al menos 11 de los 18 puntos simétricos (nueve pares)
denominados, puntos gatillo o TP (Punto sensible, del inglés “Tender Points”),
gue corresponden a areas muy sensibles, con bajo umbral para estimulos
mecanicos. Los TP son los siguientes: occipital, cervical bajo, trapecio,
supraespinoso, segundo espacio intercostal en la unidbn constocondral,

epicondilo, gluteo, trocanter mayor y rodilla.

Ademas, el WPI, que puntla las zonas del cuerpo donde el paciente refiere dolor,
puntuable de 0-19, debe ser igual o superior a 7 para establecer el diagnéstico de FM.
Adicionalmente, la SSS, que puntia la severidad o intensidad de los sintomas, de O-
12, debe ser mayor o igual a 5, para establecer el diagnostico de FM. También se
consideran diagnosticos de FM una puntuacion de WPI entre 3 y 6 y una puntuacion
en la SSS superior o igual a 9, (WPI=7 y SS=>5 6 WPI 3-6 y SS=9) (Wolfe F., 2010Db).

Los puntos dolorosos no deben presentar signos inflamatorios, ademas, los
pacientes con FM pueden presentar dolor provocado por presion en otras zonas
distintas a las exigidas por el diagndstico. La presencia de dolor generalizado, junto
con el dolor a la presion moderado o intenso en, al menos, 11 de los 18 puntos
valorados, presenta una sensibilidad diagnodstica del 88,4% y una especificidad del
81,1% (Wolfe et al., 1990; Yusta, Laguna y Ballina 2002).

Los 18 TP se evaluaron con el dolorimetro de Fisher, que aplica una presion de
4kg/ cm? en cada uno de los puntos sensibles. Para que el TP sea considerado como
positivo, el paciente debe indicar que la palpacion fue dolorosa.

La evaluacion psiquiatrica se basoé en la Entrevista Clinica estructurada para estos
desordenes (Interview for DSM-IV Axis | Disorders-Patient Edition, SCID-I/P).

3. PACIENTES Y CONTROLES

En el presente trabajo se ha estudiado una serie de 235 pacientes caucésicos
diagnosticados de FM tipo I, pertenecientes a la AFFIRMA que fueron reclutados por

los Servicios de Medicina Interna, Inmunologia, Reumatologia y Psiquiatria del
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HCUVA. En paralelo, se ha estudiado un grupo de 191 individuos sanos voluntarios,

de edad, sexo étnia y area geografica similares a los pacientes. Ademas, se han

aplicado los mismos criterios de inclusion y exclusién para los pacientes con FM y

controles sanos, y se ha excluido a los individuos con un familiar directo diagnosticado

de FM y a aquellos sometidos a algun tratamiento que pudiera interferir con el estudio.

3.1. Criterios de seleccidn de pacientes con FM

Los pacientes se seleccionaron siguiendo los criterios de inclusion y exclusion

siguientes:

3.1.1. Criterios de inclusion de pacientes con FM:

Diagnostico de FM idiopatica 6 tipo I.
Consentimiento informado del paciente.
Edad entre 18 y 90 afios

3.1.2. Criterios de exclusidon de pacientes con FM:

Fatiga cronica/ sensibilidad quimica diagnosticada.

Mujeres embarazadas.

Pacientes con tratamiento inmunosupresor en el momento del
estudio.

Pacientes con tratamiento fitoterapico en el momento del estudio.
Pacientes con enfermedades concomitantes como enfermedades
autoinmunes, enfermedades infecciosas, inmunodeficiencias u otras
patologias que pueden interferir en el estudio.

Pacientes que carecen de datos clinicos o procedimentales.
Pacientes con FM secundaria a enfermedades cronicas (tipo Il)
Pacientes con FM como manifestacion somatica de un proceso
psicopatologico subyacente (tipo 111)

Pacientes con FM simulada (tipo 1V)
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3.2. Criterios de seleccion de controles.

Los controles se seleccionaron siguiendo los criterios de inclusion y exclusion

siguientes

3.2.1. Criterios de inclusion de controles:

Individuos sanos
Consentimiento informado del paciente.
Edad entre 18 y 90 afios.

3.2.2. Criterios de exclusidon de controles:

Enfermedades interrecurrentes agudas.

Enfermedades mentales cronicas.

Mujeres embarazadas.

Pacientes con tratamiento inmunosupresor en el momento del
estudio.

Pacientes con tratamiento fitoterapico.

Pacientes con enfermedades concomitantes como enfermedades
autoinmunes, enfermedades infecciosas, inmunodeficiencias u otras
patologias que puedan interferir en el estudio.

Individuos que carecen de datos clinicos o procedimentales.

Familiar de primer grado de paciente con FM: Padres, hijos y
hermanos.

Familiar de segundo grado de paciente con FM: tios, primos y

abuelos.

En la visita inicial, la seleccion de los pacientes, la historia clinica y las

exploraciones complementarias necesarias para el diagndstico de la FM se llevaron a

cabo por los reumatélogos y psiquiatras del HCUVA, y por médicos de atencién

primaria del Area Sanitaria | de la regién de Murcia. Tras confirmar el diagndstico, los

datos psicologicos se evaluaron por especialistas en psiquiatria del HCUVA. La

evaluacion de la no concomitancia de enfermedades por inmunodeficiencias u otras

enfermedades de base inmunolégicas fue evaluada por médicos del Servicio de
Inmunologia del HCUVA.
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3.3. Variables demograficas, clinicas y procedimentales

La clasificacion de los pacientes se hizo considerando las variables

demograéficas, clinicas y procedimentales que se describen a continuacion:

3.3.1. Variables demograficas y clinicas.

Variables demogréficas: edad y sexo.

Variables clinicas:

1. Estado actual de la enfermedad, mediante los denominados “Tenders Point”

2. Impacto y presentacion de la enfermedad, se evallo con los siguientes

cuestionarios que también se realizaron en el grupo control:

Cuestionario sobre la capacidad funcional de la FM, (FIQ del
inglés “Fibromyalgia Impact Questionnaire”),

Cuestionario sobre Calidad de Vida (CCV),

indice de dolor generalizado (WPI) e indice de gravedad de
sintomas (SSS)

Cuestionario de Oviedo del Suefio (COS).

Escala de Impresion Clinica Gloval (CGI del inglés “Clinical Global
Impression”).

Test HAMILTON para evaluar la ansiedad (HARS del inglés
“Hamilton Anxiety Rating Scale”).

Escala HAMILTON para evaluar el grado de depresion (HDRS del
inglés “Hamilton Depresion Rate Scale”).

Cuestionario del dolor de McGill. (MPQ del inglés McGill Pain
Questionnaire”).

3. Tiempo de evolucion de la enfermedad.

4. Presencia de depresion y ansiedad, mediante entrevista clinica especifica

para estos desordenes, SCID-I/P.

5. Crisis 0 exacerbaciones de la enfermedad.

6. Situaciones de estrés, determinadas por los datos clinicos recogidos en la

entrevista con el paciente y en los resultados de laboratorio obtenidos de los

meétodos para tal efecto.

7. Tratamiento prescrito.
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3.3.2. Cuestionarios utilizados para evaluar el impacto y la

presentacion de la enfermedad:

3.3.2.1. Cuestionario sobre la capacidad funcional de la FM (FIQ)

El FIQ es un cuestionario multidimensional disefiado para que el paciente lo pueda
autoadministrar. Valora los componentes del estado de salud que suelen estar mas
afectados en pacientes con FM, mediante una serie de preguntas que hacen
referencia a la semana anterior a la realizacion del test. Se compone de 10 items
(figura 16). El primero, valora la capacidad funcional de los pacientes a través de
preguntas relacionadas con actividades diarias, contiene varios subitems (a-i), que se
valora segun la escala de Likert, con un rango de 0 (siempre) a 3 (nunca). El segundo
y tercero de los items corresponden a escalas numéricas que hacen referencia a dias
de la semana: el segundo en una escala del 1 al 7, y el tercero del 1 a 5. El resto de
los items se valora mediante Escalas Visuales Analogicas (EVA) de 0 a 10.

Para obtener la puntuacion total, se deben sumar las puntuaciones individuales
recodificadas y adaptadas. Si se han dejado preguntas sin contestar, estas se
excluyen a la hora de hacer el calculo de la puntuacién, sumando las puntuaciones
obtenidas y dividiendolas por el nUmero de preguntas contestadas. La puntuacion del
FIQ total ha de encontrarse entre 0-100 puesto que cada uno de los items tiene una
puntuacion de 0-10 una vez adaptado. De esta forma, una puntuacién de 0 representa
la capacidad funcional y la calidad de vida mas alta y una puntuacién de 100 el peor
estado (Monterde S, et al. 2004).
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INSTRUCCIONES: En las preguntas que van delaaalai, por favor rodee con un circulo € nimero que mejor
describan cémo se encontrd en general durante la Gltima semana. Si no tiene costumbre de realizar alguna de las
siguientes actividades, tache la pregunta.

1. Ha sido usted capaz de:

Siempre Lamayoria En Nunca
delas veces ocasiones
a. Hacer lacompra 0 1 2 3
b. Hacer la colada con lavadora 0 1 2 3
c. Preparar lacomida 0 1 2 3
d. Lavar los platos y los cacharros de la cocinaamano 0 1 2 3
e. Pasar lafregona, lamopa o laaspiradora 0 1 2 3
f. Hacer las camas 0 1 2 3
g. Caminar varias manzanas 0 1 2 3
h. Visitar aamigos/ parientes 0 1 2 3
i. Utilizar transporte pablico 0 1 2 3

2. ¢Cuantos dias de la Ultima semana se sintio bien?
0 1 2 3 4 5 6 7

3. ¢Cuantos dias de la Gltima semana falté usted al trabajo por causa de su fibromialgia? (Si no trabaja usted
fuera de casa, dej e esta pregunta en blanco)
0O 1 2 3 4 5

(En las siguientes preguntas, ponga una marca como esta en e punto de lalinea que mejor indique como se sintié en
general durante la Ultima semana)

4. Cuando fueatrabajar, ¢cuanta dificultad le causaron el dolor u otros sintomas de su fibromialgia en €
desempefio de su trabaj0?

S TSRS Mucha
problema dificultad
5. ¢Coémo ha sido defuerte e dolor?

S TSRS Dolor
dolor muy fuerte

INBOE ... s Muy

7. ¢Como se ha sentido al levantar se por las mafianas?

BN, o Muy cansada
8. ¢Cdmo se ha notado derigida o agar rotada?

INBOA ... e Muy

rigida rigida

9. ¢Cbmo se ha notado de nerviosa, tensa 0 angustiada?

V0T T Muy

nerviosa nerviosa

10. ¢C6mo se ha sentido de deprimida o triste?

NN o - TSR Muy
deprimida deprimida

Figura 16. Cuestinario sobre la capacidad funcional de la FM. Version en espafol.
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3.3.2.2. Cuestionario sobre Calidad de Vida (CV).

La calidad de vida es un término descriptivo que hace referencia al bienestar
emocional, social y fisico de la poblacion y a su capacidad funcional en la actividad
diaria (Ferrer., 2002).

El CCV, consta de 41 items, (figura 17) con una puntuacion que va de 0 (ausente), 1
(leve /ocasional), 2 (moderado), 3 (muy grave/ interfiere la vida diaria).

La sumatoria de las puntaciones de estos 41 items, se recogen en el valor de EVA
que va de 0-159: afectacion leve (0-53), afectacion moderada (53-106) y afectacion
grave (106-159).

Visién borrosa/problemas para enfocar

Debilidad muscular

Ojos secos Cansancio (fatiga)
Silbidos en los oidos Depresion
Dificultades para oir Insomnio

Llagas en laboca

Nerviosismo (ansiedad)

Boca seca

Atague/convulsiones

Pérdida o cambio en el sabor

Problemas para pensar/recordar

Dolor de cabeza

Equimosis

Mareos Urticaria o ronchas

Fiebre Picores

Dolor de pecho Erupciones

Fatadeaire Pérdida de pelo

Sibilancias Los dedos se vuelven azules
Pérdida de apetito Reaccién delapiel ante el sol
Nauseas Entumeci miento/hormigueo
Acidez de estomago Hinchazdn de manos/pies/tobillos
Indigestion /hinchazén de barriga Colon irritable

Dolor o malestar en el estbmago Debilidad

Enfermedad hepética/biliar

Orina frecuentemente

Dolor/Calambres en € col6n

Dolor a orinar

Diarrea Dolor/Malestar en lavejiga
Estrefiimiento Sensibilidad ante laluz/ruidos/olores
Vémitos Fatiga

Hinchazén articular

Nodulos sensibles/dolores garganta

Dolores articulares

Alteraciones menstruales

Dolor lumbar

Dolor muscular

Dolor de cuello

Figura 17. Cuestionario Calidad de Vida.
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Puntuacion: 0.Ausente.
1. Leve/Ocasional
2. Moderado
3. Muy grave/Interfiere la vida diaria.

3.3.2.3. Cuestionario del dolor de McGill (MPQ).
El MPQ fue desarrollado por Melzack en 1975, (R Melzack., 1975). Hoy en dia es

el instrumento de evaluacion de dolor de mayor difusion. Se utiliza para la evaluacion
de aspectos cuantitativos y cualitativos del dolor, como pueden ser: localizacion,
cualidad, propiedades temporales e intensidad.

El MPQ consta de 20 subclases de descriptores verbales de dolor que miden las
dimensiones (categorias) sensorial, afectiva y evaluativa y permite obtener un indice
que mide la intensidad del dolor en su conjunto (figura 18).

A pesar de su popularidad internacional (se ha traducido a 15 idiomas diferentes,
incluidos el castellano), el cuestionario MPQ presenta algunas limitaciones

psicomeétricas importantes que afectan su validez.
Esta compuesto por varias partes bien diferenciadas (Lazaro C, et al., 1994):

1. Localizacion del dolor. Se suele representar con una figura del cuerpo humano,
donde el paciente debe sefalar las zonas en las que siente dolor.

2. Cualidad del dolor. El paciente tiene que escoger entre una lista de tipos de dolor
muy amplia, las caracteristicas que definan el dolor que presenta. Se agrupan en
ciertas categorias que forman cuatro amplios grupos: sensorial, emocional,
valorativo y miscelanea (la version espafola consta de 66 palabras).

3. Intensidad del dolor en el momento actual: consta de una pregunta con 5 posibles
categorias de respuesta.

4. Valoracion del dolor en el momento actual mediante una escala analégica visual,

que va desde “ sin dolor” a “dolor insoportable”

Se pueden obtener distintos resultados:

1. Indice de valoracion del dolor (PRI del inglés “Pain Rating Index”): total y para
cada una de las cuatro areas. La puntuacién se calcula sumando la de cada grupo
de palabras que forman cada categoria. Asi, la puntuacion del PRI Sensorial (PRI-

S), se obtiene sumando los puntos de los grupos: temporal I, temporal II,
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localizacion |, localizaciéon 1l, puncion, incision, constriccion, traccion, térmico |,
térmico Il, sensibilidad tactil y consistencia. La de PRI Emocional (PRI-E),
sumando los puntos de tensién emocional, signos vegetativos y miedo. La de PRI
Valorativa (PRI-V), sumando los puntos de la categoria valorativa. Y la de PRI
Miscelanea (PRI-M), sumando los puntos de Miscelanea sensorial I, Il y Ill. Por
tanto, la PRI TOTAL se obtiene sumando los puntos de todos los apartados
anteriores. La version Espafola asigna los valores a cada posible respuesta de
forma correlativa (1-2-3-....) ya que las caracteristicas del dolor se presentan con
intensidad creciente.

2. Numero de palabras elegido (NWC, del inglés “Number of Word Chosen”)

3. Indice de intensidad de dolor (PPI, del inglés “Present Pain Index”)

4. Intensidad del dolor segun escala analégica visual

Aunque el cuestionario es autoadministrado, se obtiene un mayor rendimiento
cuando las instrucciones y el cuestionario son leidos por el entrevistador,
permitiéndose la aclaracion de aquellos términos que resulten dificiles de comprender

para el paciente.

Existe una forma abreviada del cuestionario, con un menor nimero de palabras (15
en lugar de 78 en su version inglesa). En este caso cada grupo se valora mediante

una escala de intensidad creciente de 4 puntos (0 a 3).
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Indique sus sentimientos y sensaciones en e momento actual.

Temporal I:

o0 A golpes

o Continuo
Tempora 1I:

0 Periédico

0 Repetitivo

0 Insistente

0 Intermitente
Localizacion I:

0 Impreciso
0 Bienddimitado

0 Extenso
Localizacion Il:

0 Repartido

0 Propagado
Punci6n:

0 Como un pinchazo

o Como agujas

o Comounclavo

0 Punzante

0 Perforante
Incision:

0 Como s cortase

0 Como unacuchilla
Constriccién:

0 Como un pellizco
Como s apretara
Como agarrotado
Opresivo
Como si exprimiera

O O0O0ooOo

Traccion:

o Tirantez

o Comountirén

o0 Comosi estirara

o Como s arrancara

0 Como s desgarrara
Térmico I:

o Cador

o Como si quemara

0 Abrasador

o Como hierro candente
Térmico Il:

o Friadad

o0 Helado.
Sensibilidad Téctil:

0 Como s rozara
Como un hormigueo
Como si arafiara
Como si raspara
Como un escozor
Como un picor

O O0O0OO0Oo

Consistencia:
0 Pesadez

Miscelanea Sensorial I:
Como hinchado
Como un peso
Como un flato
Como espasmos

O O0O0ooOo

Miscelanea Sensorial 11:
o0 Como latidos
o0 Concentrado
0 Como si pasaracorriente
o0 Caambrazos

Miscelanea Sensorial 1l1:

o0 Seco.
o Como martillazos
o Agudo

0 Como s fueraaexplotar

Tensién Emocional:

0 Fastidioso

0 Preocupante

0 Angustiante

0 Exasperante

0 Queamargalavida
Signos Vegetativos:

o Nauseante
Miedo:

0 Queasusta

0 Temible

0 Aterrador
Categoria Valorativa:

o Déil

0 Soportable

0 Intenso

0 Teriblemente molesto

Indique la expresion que mejor reflgjalaintensidad del dolor, en su conjunto, en el momento actual .

0 Leve, débil, ligero

M oderado, molesto, incémodo
Fuerte

Extenuante, exasperante
Insoportable

O O0O0Oo

Indique cuanto dolor tiene actualmente con un nimero del 0 al 4. (O=sin dolor, 4= dolor insoportable)

PRI-S[ ] PRI-E[ ] PRI-V [ ] PRI-M [ ]

PRI-TOTAL [ ]

Figura 18. Cuestionario del dolor Mc Gill.

PRI-S , indice de Valoracién del Dolor Sensorial; PRI-E, indice de Valoracién del Dolor Emocional ; PRI-V,
indice de Valoracién del Dolor Valorativa; PRI-M, indice de Valoracion del Dolor Miscelania; PRI TOTAL,
indice de Valoracion del Dolor Total
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3.3.2.4. Indice de dolor generalizado (WPI) e indice de gravedad de
sintomas (SSS).

El test WPI evalla la expansion del dolor corporal y comprende 19 areas del
cuerpo. El paciente debe sefialar donde ha tenido dolor durante la Ultima semana. Se
calcula la puntuacion sumando un punto por cada area dolorosa (puntuacion de 0-19)
(figura 19) (S. Moyano et al., 2015).

Cuello

Mandibula
Cintura Escapular

Espalda

Superior Pecho

Espalda
Baja

\ Pierna /ﬂ

Malga
Superior
Pierna ¥
Inferior
- el
Ifr ESPALDA FREMNTE

Figura 19. Puntos dolorosos en la FM.

El paciente debe poner una cruz sobre cada area en la que ha sentido dolor durante
la semana pasada, teniendo en cuenta que no debe incluir dolores producidos por
otras enfermedades que padezca (artritis, lupus, artrosis, tendinitis, etc.) (figura 19).
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Se cuentael numero de areas que ha marcado y se anota

El vaor WPI debe estar entre 0y 19.

Cintura escapular izquierda

Piernainferior izquierda

Cintura escapular derecha

Piernainferior izquierda

Brazo superior izquierdo

Mandibulaizquierda

Brazo superior derecho

Mandibula derecha.

Brazo inferior izquierdo Pecho (Torax)
Brazo inferior derecho Abdomen
Nalgaizquierda Cuello
Nalgaderecha Espalda Superior

Pierna superior izquierda

Espalda Inferior

Pierna superior izquierda

Figura 20. Areas donde se puede producir dolor para obtener el valor de WPI.

El SSS se determind teniendo en cuenta los siguientes sintomas: fatiga, suefio no

reparador, manifestaciones cognitivas y sintomas somaticos. A cada uno de los

sintomas se le asignd una puntuacion de 0 a 3, de acuerdo a la gravedad (en el caso

de los 3 primeros) o a la cantidad (en el caso de los sintomas soméaticos) (S. Moyano

et al., 2015) (figura 21)
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SS-partel

Indique la gravedad de sus sintomas durante la pasada semana, utilizando las siguientes escalas

que se punttian del O (leve) a 3 (grave).

1. Fatiga

0=No hasido un problema

1=Leve, ocasional

2=Moderada, presente casi siempre

3=Grave, persistente, he tenido grandes problemas.

2. Suefio no reparador

0=No hasido un problema

1=Leve, ocasional

2=Moderada, presente casi siempre

3=Grave, persistente, he tenido grandes problemas.

3. Trastornos Cognitivos

0=No hasido un problema

1=Leve, ocasional

2=Moderada, presente casi siempre

3=Grave, persistente, he tenido grandes problemas.

Sume el valor de todas | as casillas marcadas y ano6tel o aqui:

El valor SS-parte 1 debe estar entre Oy 9.

Figura 21. Puntaje de acuerdo a la gravedad o cantidad de los sintomas fatiga, suefio no

reparador y trastornos cognitivos segun escala SS-parte 1
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SS -parte 2.

Dolor muscular

Sibilancias (pitidos a respirar)

Sindrome de Colon irritable

Fendmeno de Raynaud.

Cansancio (fatiga)

Urticaria o ronchas

Problemas para pensar/recordar

Zumbidos en los oidos

Debilidad muscular

Vomitos

Dolor de cabeza

Acidez de estomago

Dolor/Calambres en el abdomen

Aftas orales (Ulceras)

Entumeci miento/hormigueo

Pérdidao cambios en €l gusto

Mareos Convulsiones

Insomnio Ojos secos

Depresion Respiracion entrecortada
Estrefiimiento Pérdida de apetito

Dolor en la parte alta del abdomen Erupciones/Rash

Néauseas

Intoleranciaal sol.

Nerviosismo (ansiedad)

Trastornos auditivos

Dolor de Pecho

M oretones frecuentes (Hematomas)

Vision borrosal/problemas para enfocar

Caidadel cabello

Diarrea Miccioén frecuente
Bocaseca Dolor a orinar
Picores Espasmos vesicales

Cuente el nimero de sintomas marcados, y anodtel os aqui:

Si tiene 0 sintomas, su puntuacion es 0

Entre 1y 10, su puntuacién es 1
Entre 11 y 24, su puntuacion es 2

25 0 mas, su puntuacion es 3

Anote aqui su puntuacion de la SS-Parte 2 (entre 0-3):

Suma de puntuaciones SS-partel + SS-parte 2=

Compruebe que la puntuacion se encuentraentre 0y 12.

Figura 22. Puntaje segun el numero de sintomas de la escala SS-parte 2
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3.3.2.5. Escala HAMILTON para evaluar el grado de Depresion
(HDRS).

La escala Hamilton para la evaluacion de la depresibn es una escala
heteroaplicada, disefiada para aplicarse a pacientes previamente diagnésticados de
depresion, y evalla cuantitativamente la gravedad de los sintomas, y los cambios del
paciente deprimido. La informacion se obtiene en una entrevista clinica y se puede
aceptar informaciéon complementaria de otras fuentes secundarias.

La version original consta de 21 items, (Hamilton, M., 1960), y la version reducida
17 items (figura 23, 24 y 25). La version reducida es la recomendada por el Instituto
Nacional de Salud Mental de los Estados Unidos (Hamilton, M., 1967). La validacion
de la version castellana de esta escala se realizo en 1986 por Ramos-Brieva (Ramos-
Brieva, J.C, A, 1986).

Ha sido comprobada su validez discriminante, fiabilidad y sensibilidad al cambio en
pacientes hospitalizados (Ramos-Brieva, J.C., 1988) y en pacientes ambulatorios
(Bobes, J.B., etal.,, 2003).

Cada pregunta tiene entre tres y cinco respuestas posibles, con una puntuacion
gue va de 0-2 o de 0-4 respectivamente. La puntuacion total va de 0 a 52. Para
clasificar el cuadro depresivo se pueden utilizar diferentes puntos de corte. La Guia de
Practica Clinica elaborada por el NICE (Depression: management of depression in
primary and secondary care- NICE guidance 2004), recomienda emplear los

siguientes puntos de corte:

No deprimido: 0-7

Depresion ligera/menor: 8-13
Depresion moderada: 14-18
Depresion severa: 19-22
Depresion muy severa: >23
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Humor depresivo (tristeza, desesper anza, desampar o, sentimiento de inutilidad)

-Ausente 0
- Estas sensaciones las expresa solamente s |e preguntan como se siente 1
- Estas sensaciones las rel ata espontaneamente 2
- Sensaciones no comunicadas verbalmente (expresion facial, postura, voz, tendencia a llanto) 3
- Manifiesta estas sensaciones en su comunicacién verbal y no verbal en forma espontanea 4
Sentimientos de culpa
-Ausente 0
- Seculpaas mismo, cree haber decepcionado ala gente 1
- Tiene ideas de cul pabilidad o medita sobre errores pasados 0 malas acciones 2
- Siente que la enfermedad actual es un castigo 3
- Oye voces acusatorias 0 de denuncia y/o experimenta al uci naciones visual es de amenaza 4
Suicidio
-Ausente 0
- Le parece que lavidano vale la pena ser vivida 1
- Desearia estar muerto o tiene pensamientos sobre la posibilidad de morirse 2
- Ideas de suicidio o amenazas 3
- Intentos de suicidio (cualquier intento serio) 4
Insomnio precoz
-No tiene dificultad 0
- Dificultad ocasional paradormir, por €. mas de media horael conciliar el suefio 1
- Dificultad para dormir cada noche 2
Insomnio intermedio
-No hay dificultad 0
- Esta desvelado e inquieto o se despierta varias veces durante la noche 1
- Esta despierto durante la noche, cualquier ocasion de levantarse de la cama se clasifica 2
en 2 (excepto por motivos de evacuar)
Insomnio tardio

-No hay dificultad 0
- Se despierta a primeras horas de la madrugada, pero se vuelve adormir 1
- No puede volver adormirse s se levanta de la cama 2

Figura 23. Escala Hamilton para evaluar el grado de depresion, version reducira 17

items (parte 1).
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Trabajoy actividades
-No hay dificultad 0
- Ideas y sentimientos de incapacidad, fatiga o debilidad (trabajos, pasatiempos) 1
- Pérdida de interés en su actividad (disminucion de la atencion, indecision y vacilacion) 2
- Disminucién del tiempo actual dedicado a actividades o disminucién de la productividad 3
- Dej6 de trabajar por la presente enfermedad. Solo se compromete en las pequefias 4
tareas, 0 no puede realizar estas sin ayuda
Inhibicion psicomotora (lentitud de pensamientoy lenguaje, facultad de
concentracién disminuida, disminucion de la actividad motor a)
-Palabray pensamiento normales 0
- Ligero retraso en el habla 1
- Evidente retraso en €l habla 2
- Dificultad para expresarse 3
- Incapacidad para expresarse 4
Agitacién psicomotora
-Ninguna 0
- Juega con sus dedos 1
- Juega con sus manos, cabello, etc. 2
- No puede quedarse quieto ni permanecer sentado 3
- Retuerce las manos, se muerde las uiias, se tirade los cabellos, se muerde |los labios 4
Ansiedad psiquica

-No hay dificultad 0
- Tension subjetivaeirritabilidad 1
- Preocupacién por pequefias cosas 2
- Actitud aprensiva en la expresion o en el habla 3
- Expresa sus temores sin que |e pregunten 4

Ansiedad somatica (signos fisicos de ansiedad: gastrointestinales: sequedad de boca,
diarrea, eructos, indigestion, etc; cardiovasculares: palpitaciones, cefaleas; respiratorios:

hiperventilacion, suspiros; frecuencia de miccion incrementada; transpiracion)

-Ausente

- Ligera

- Moderada
-Severa

-Incapacitante.

A W N —», O

Figura 24. Escala Hamilton para evaluar el grado de depresion version reducira 17

items (parte 2.
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Sintomas somaticos gastr ointestinales

-Ninguno 0
- Pérdida del apetito pero come sin necesidad de que lo estimulen. Sensacion de pesadez 1
en el abdomen

- Dificultad en comer si no seleinsiste. Solicitalaxantes o medicacion intestinal para sus 2
sintomas gastrointestinales

Sintomas somaticos gener ales

-Ninguno 0
- Pesadez en las extremidades, espalda o cabeza. Dorsalgias. Cefaleas, algias musculares. 1
-Pérdida de energiayy fatigabilidad. Cualquier sintoma bien definido se clasificaen 2 2

Sintomas genitales (tales como: disminucién delalibido y trastornos menstruales)

-Ausente 0
- Déhil 1
- Grave 2
Hipocondria
-Ausente 0
- Preocupado de si mismo (corporalmente) 1
- Preocupado por su salud 2
-Se lamenta constantemente, solicita ayuda 3
Pérdida de peso
-Pérdida de peso inferior a 500 gr. en una semana 0
- Pérdida de méas de 500 gr. en una semana 1
- Pérdida de mas de 1 Kg. en una semana 2
I ntrospeccion (insight)
-Se da cuenta que esta deprimido y enfermo 0
- Se da cuenta de su enfermedad pero atribuye la causa ala mala alimentacién, clima, 1
exceso de trabajo, virus, necesidad de descanso, etc. 2

Figura 25. Escala Hamilton para evaluar el grado de depresion, version reducira 17

items (parte 3).
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3.3.2.6. Test HAMILTON para evaluar el grado de la ansiedad
(HARS).

Es una escala heteroadministrada con 14 items, que evalla el grado de ansiedad
que presenta el paciente. Se aplica mediante una entrevista semiestructurada, en la
gue un entrevistador entrenado evalla la gravedad de los sintomas usando una
escala de cinco puntos: 0. Ausencia del sintoma; 1. Leve prevalencia del sintoma; 2.
Moderada prevalencia del sintoma; 3. Severa prevalencia del sintoma; 4. Muy
severa prevalencia del sintoma (incapacitante) (Lobo A., et al 2002). (Figura 26).

La puntuacion total se obtiene de la suma de las puntuaciones parciales de los 14
items, puede oscilar en un rango de 0 puntos (ausencia de ansiedad) a 56 (maximo
grado de ansiedad). Los resultados de la evaluacién pueden ser interpretados de la
siguiente manera: una puntuacion de 17 o menos indica ansiedad leve, una
puntuacion entre 18 y 24 indica ansiedad de leve a moderada, y una puntuacion de
24 a 30 indica ansiedad de moderada a severa.

En su version original, la escala ha demostrado poseer unas buenas propiedades
psicométricas (Hamilton M., 1959), y es muy utilizada en la evaluacion clinica del

trastorno de ansiedad. (Ballenger JC., 1999).
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Definicidn operativa de los items

1. Humor ansioso (inquietud, espera de lo peor, aprension, anticipacion temerosa,
irritabilidad).

2. Tension (sensacion de tension, fatigabilidad, imposibilidad de relgjarse,
Ilanto fé&cil, temblor, sensacién de no poder quedarse en un lugar).

3. Miedos (a la oscuridad, a la gente desconocida, a quedarse solo, a los animales
grandes, alas multitudes, etc.)

4. Insomnio (dificultad para conciliar € suefio, suefio interrumpido, suefio no satisfactorio
con cansancio a despertar, mal os suefios, pesadillas, terrores nocturnos)

5. Funciones intelectual es (dificultad de concentracion, mala memoria)

6. Humor deprimido (falta de interés, no disfruta con sus pasatiempos, depresion, despertar
precoz, variaciones del humor alo largo del dia)

7. Sintomas somaticos generales (musculares) (dolores y molestias musculares, rigidez
muscular, sacudidas clonicas, rechinar de dientes, voz poco firme o insegura)

8. Sintomas somaticos generales (sensoriales) (zumbidos de oidos, visién borrosa, sofocos
0 escalofrios, sensacion de debilidad, sensacion de hormigueo)

9. Sintomas cardiovasculares (taquicardia, pal pitaciones, dolores en el pecho,
latidos vasculares, extrasistoles)

10. Sintomas respiratorios (peso en el pecho o0 sensacion de opresion torécica,
sensacion de ahogo, suspiros, faltade aire)

11. Sintomas gastrointestinales (dificultad para tragar, meteorismo, dispepsia, dolor antes
0 después de comer, sensacion de ardor, distension abdominal, pirosis, nduseas, vomitos,
sensacion de estbmago vacio, célicos abdominales, borborigmos, diarrea, estrefiimiento)

12. Sintomas genitourinarios (amenorrea, metrorragia, micciones frecuentes, urgencia de
lamiccion, desarrollo de frigidez, eyaculacion precoz, impotencia)

13. Sintomas del sistema nervioso auténomo (sequedad de boca, enrojecimiento, palidez,
sudoracion excesiva, vértigos, cefal eas de tension, piloereccion)

14. Comportamiento durante la entrevista

— Generd: €l sujeto se muestra tenso, incomodo, agitacion nerviosa de las manos, se frota
los dedos, aprieta los pufios, inestabilidad, postura cambiante, temblor de manos, cefio
fruncido, facies tensa, aumento del tono muscular, respiracion jadeante, palidez facial

— Fisioldgico: traga saliva, eructa, taguicardia de reposo, frecuencia respiratoria superior a
20 resp./min, reflgos tendinosos vivos, temblor, dilatacién pupilar, exoftamia,
mioclonias pal pebrales

Puntos
1 2
1 2
1 2
1 2
1 2
1 2
1 2
1 2
1 2
1 2
1 2
1 2
1 2
1 2
1 2

Figura 26. Escala de Hamilton para la ansiedad.
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3.3.2.7. Cuestionario de Oviedo del Suefo (COS)

El COS es un cuestionario heteroadministrado, de ayuda en el diagndstico de los
trastornos del suefio tipo insomnio e hipersomnio segun los criterios DSM-IV y CIE-10.
Este cuestionario también puede ser autoadministrado debido a su sencillez y f4cil
aplicabilidad. Lo conforman 15 items, de los cuales 13 se agrupan en subescalas
diagnésticas: satisfaccion subjetiva del suefio (1 item), insomnio (9 items) e
hipersomnio (3 items). Ademds, la subescala de insomnio examina varias
dimensiones: latencia del suefio, duracién, eficiencia y disfuncién diurna,
proporcionando informaciéon sobre la gravedad del mismo. Para proporcionar
informacion sobre la necesidad del uso de ayuda de cualquier tipo para dormir o la
presencia de fenbmenos adversos durante el suefio (parasomnias, ronquidos), se
usan los dos items restantes (J. Babes, et al., 1998, Maria Teresa Bascaran-
Fernandez., 2000).

Todos los items se responden mediante una escala tipo Likert (el primer item
consta de 7 opciones de respuesta y el resto de 5), una respuesta de 5 (en el caso del
item 1 seria el 7) es indicativa del maximo deterioro y una respuesta de 1 del minimo
deterioro. Es capaz de orientar al clinico sobre diferentes dimensiones del insomnio y
su gravedad.

La puntuacion de la subescala de satisfaccion subjetiva del suefio oscila entre 1y 7
puntos, la del insomnio entre 9 y 45 puntos, y la del hipersomnio oscila entre 3 y 15

puntos.
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Durante e ultimo mes

COS-1. ¢Cébmo de satisfecho ha estado con su suefio?

1 muy insatisfecho 2 bastante insatisfecho 3 insatisfecho

4 término medio 5 satisfecho 6 bastante satisfecho
7 muy satisfecho

COS-2. ;Cuantos dias a la semana ha tenido dificultades para ...

Ninguno d/s 3d/s 74-5d/s 6-7d/s

COS-21. Conciliar € suefio
COS-22. Permanecer dormido
COS-23. Lograr un suefio reparador
COS-24. Despertar alahora habitual
COS-25. Excesiva somnolencia 1 2

1
1
1
1

W W W w
A A B b
(62 B2 B¢ ) B4 |

COS-3. ¢Cuanto tiempo hatardado en dormirse, unavez que lo intentaba?
1 0-15 minutos 2 16-30 minutos 3 31-45 minutos
4 46-60 minutos 5 més de 60 minutos

COS-4. ¢Cuantas veces se ha despertado por lanoche?

1 Ningunavez 21vez 32 veces
4 3veces 5 més de 3 veces

Si normal mente se despertd, usted piensa que se debe a...

Dolor Necesidad de orinar Ruido
Otros. Especificar:

COS-5. ¢Hanotado que se despertaba antes de lo habitual ? En caso afirmativo, ¢cuanto tiempo antes?
1 Se ha despertado como siempre 2 media hora antes

3 lhoraantes 4 entre 1y 2 horas antes

5 més de 2 horas antes

COS-6. Eficienciadel suefio (horas dormidas/horas en cama)

Por término medio, ¢cuantas horas ha dormido cada noche?

¢Cuéntas horas ha permanecido habitualmente en la cama?

191-100% 2 81-90% 371-80%
4 61-70% 5 60 % o menos

COS-7. ¢Cuéantos dias ala semana ha estado preocupado/a o ha notado cansancio o disminucién en su funcionamiento
sociolaboral por no haber dormido bien la noche anterior?

1 Ningun dia 21-2d/s 33d/is

4 4-5d/s 56-7d/s

COS-8. ¢(Cuéntos dias a la semana se ha sentido demasiado somnoliento/a, llegando a dormirse durante e dia o durmiendo mésde lo
habitual por lanoche?

1 Ningun dia 21-2dlis 33dis

4 4-5d/s 56-7 d/s

COS-9. Si sehasentido con demasiado suefio durante el dia 0 hatenido periodos de suefio diurno, ¢cuantos dias ala semana ha estado
preocupado/a o ha notado disminucién en su funcionamiento sociolaboral por ese motivo?

1 Ningin dia 21-2dis 33d/s
44-5d/s 56-7d/s
COS-10. ;Cuantos dias a la semana ha tenido (o e han dicho que ha tenido) ...

Ninguno 2d/s 3d/s 74-5d/s 6-7d/s
COS-101. Ronquidos 1 2 3 4 5
C0OS-102. Ronquidos con ahogo 1 2 3 4 5
COS-103. Movimientos de | as piernas 1 2 3 4 5
COS-104. Pesadillas 1 2 3 4 5
COS-105. Otros 1 2 3 4 5

COS-11. ¢Cuéantos dias ala semana hatomado farmacos o utilizado cualquier otro remedio (infusiones, aparatos, €tc.), prescrito o
no, para ayudarse a dormir?

1 Ningin dia 21-2dis 33d/s

44-5d/s 56-7 d/s

Si hautilizado alguna ayuda paradormir (pastillas, hierbas, aparatos, etc.), describir:

Figura 27. Cuestionario Oviedo de Calidad del Suefio . 20
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3.3.2.8. Escala de Impresion Clinica Global (CGI)

La escala CGl fue disefiada por W, Guy en 1976 (Guy, W., 1976). Esta constituida
por dos subescalas (figura 28):

1. Gravedad del cuadro clinico (CGI-SI), usa un Unico item en una escala de Likert
que consta de 8 valores que van desde 0 (no evaluado), hasta 7 (extremadamente
enfermo).

2. Mejoria global (CGI-GI), debida a intervenciones terapéuticas. También utiliza un
anico item en una escala de Likert de 8 valores que van desde 0 (no evaluado)
hasta 7 (mucho peor). También existen otras versiones en la que la escala es de 5

valores.

Existen versiones auto y heteroaplicadas.

Gravedad dela enfermedad (CGI-Sl).
Basandose en su experiencia clinica, ¢cudl eslagravedad de la enfermedad en el momento actual ?

0. No evaluado

1. Normal, no enfermo

2. Dudosamente enfermo

3. Levemente enfermo

4. Moderadamente enfermo

5. Marcadamente enfermo

6. Gravemente enfermo

7. Entre | os pacientes méas extremadamente enfermos

Megjoriaglobal (CGI-Gl).

Comparado con € estado inicial, ¢como se encuentra el paciente en estos momentos? (Puntle la mejoria
total independientemente de que a su juicio se deba o no por completo al tratamiento)

. No evaluado

. Mucho mejor

. Moderadamente mejor
. Levemente mejor

Sin cambios

. Levemente peor

. Moderadamente peor

. Mucho peor

NOURAWNREO

Figura 28. Escala de Impresion Clinica Global.
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3.3.3. Variables experimentales.

En el presente trabajo se han determinado las siguientes variables experimentales:

- ACS anti-serotonina, ACS anti-gangliosidos y otros autoACS determinados en
suero.

- Niveles séricos de citocinas pro-inflamatorias:IL-1-3, 1L-6, IL-8, IL-17, IFN-y,
TNF-a, y de citocinas anti-inflamatorias:, IL-4, TGF-f3, IL-10.

- Polimorfismo genético de citocinas: IL-1 B, IL-4, IL-6, IL-8, IL-10, IL-17, IFN-y,
TNF-a, TFG-p.

- Polimorfismo de los genes HLA clase |y clase Il.

- Polimorfismo de los genes KIR.

4. RECOLECCION DE MUESTRAS

Las muestras de sangre periférica de pacientes y controles se obtuvieron en
condiciones de ayuno y fueron extraidas por puncién venosa y recogidas en diversos

tubos en funcion del estudio a realizar.

1. Tubo de extraccion de sangre BD vacutainer seco de 5 ml (tapon rojo) (Beckton
Dickinson, Mountain View CA, USA) para la obtencién de suero, necesario
para cuantificar citocinas y analizar la presencia o ausencia de los autoACS
seleccionados para el estudio.

2. Tubos vacutainer anticoagulados con EDTA (tapén morado) (Beckton
Dickinson, Mountain View CA, USA) para la posterior extraccion de ADN
gendmico, necesario para llevar a cabo el estudio del polimorfismo genético de

citoquinas y de los genes KIR y HLA-clase |I.

Las muestras fueron clasificadas y procesadas en las dos horas siguientes a su
extraccion. Las muestras que no se procesaron el dia de su extraccion, se
congelaron rapidamente en varias alicuotas y fueron guardadas a -80°C hasta el
momento de su procesamiento.

Los tubos de EDTA se extrajeron en la primera visita a los pacientes y controles.

Los tubos secos se extrajeron en la primera visita a todos los pacientes y controles

y en las revisiones y recaidas de la enfermedad.

82



Pacientes y métodos

Todas las muestras se registraron adecuadamente en una base de datos para facilitar

Su uso posterior.

4.1. Extraccion y amplificacion del ADN
Para la extraccion de ADN se utilizd el kit QlAamp DNA Blood Midi (QUIAGEN,

Hilden, Alemania, segun instrucciones del fabricante. EI ADN extraido se depositdé en
tubos Eppendorf de 1,5 ml (Eppendorf AG, Hamburgo, Alemania) que se guardaron a

-80°C hasta el momento de su utilizacién.

5. METODOLOGIA POR OBJETIVOS.
5.1 OBJETIVO 1: DETERMINACION DE AUTOACS EN SUERO.

5.1.1 Determinacion de ACS IgG e IgM anti- serotonina.

La determinacién de ACS IgG e IgM anti-5-HT se realizé6 mediante ensayo por
inmunoabsorcion ligado a enzimas (ELISA, del inglés Enzyme Linked ImmunoSorbent
Assay) segun metodologia descrita previamente (Reinhild Klein et al., 1992). Se
utiliz6 como antigeno la 5-HT (5-hydroxytryptamine) de MP Biomedicals (LLC,
CatNo153765. France) y ACS humanos anti-lgG y anti-lgM conjugados con
peroxidasa para la deteccion de los ACS anti-5-HT IgG e IgM en el suero de los
pacientes con FM y controles. Ademas, se utilizaron los siguientes reactivos para el
ELISA: albumina bovina, tampo6n carbonato-bicarbonato, OPD (o-Phenylenediamine
dihydrochloride en pastillas. Sigma P8787) 4 mg sustrato por pastilla, tampdn fosfato-
citrato (Sigma C9999), H,SO, (Sigma A9647), TritonX100 (Sigma T8787).

Las soluciones a preparar para la realizacion del ELISA fueron las siguientes:

=

Tampdn Carbonato-Bicarbonato 0.2 M, PH 9.6

2. Solucion de lavado 1: PBS+ 1% de albumina. Mantener a 4°C.

3. Solucién de lavado 2: PBS+ 0.5% de albumina. + 0.1 % de
TritonX100. Mantener a 4°C.

4. Tampon para sustrato. Tampon fosfato-citrato 0.05M pH 5.0

5. Solucion de sustrato: Preparar inmediatamente antes de utilizar
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= Disolver una pastilla de OPD 4mg en 10 ml de tampdn
sustrato
* Afadir 4pl de H,0, al 30% por cada 10 ml de tamp6n
sustrato
6. Solucion STOP: H2S04 al 25%.

Protocolo determinacion de ACS anti-serotonina.

Este protocolo se basa en el método descrito previamente por Klein y
colaboradores (Reinhild Klein et al., 1992). A continuacion se describe brevemente

el protocolo empleado:

- Diluir la serotonina en tampoén bicarbonato 0.2M, pH 9.6 a una
concentracion de 10 mg/ml (concentracion antigénica Optima de 5-HT
para diluciones séricas de 1:500).

- Dispensar 100 pl por pocillo de la 5-HT diluida e incubar la placa
microtitter (Maxisorp, NUNC. 10394751), toda la noche a 4°C.

- Lavar la placa tres veces con 300 pl por pocillo de solucion de lavado 1.

- Dispensar 100 pl por pocillo de solucién de lavado 1 como agente

bloqueante durante e incubar 1 hora a temperatura ambiente.

- Diluir las muestras de suero 1:500 en PBS.

- Dispensar 100 pl por pocillo y por duplicado, estandares, controles y
muestras e incubar la placa durante 90 minutos a temperatura

ambiente.

- Tras la incubacion de los sueros, lavar de nuevo la placa 3 veces con

300 pl por pocillo de tamp6n de lavado 2.

- Dispensar 100 pl por pocillo del anticuerpo conjugado anti-IgG o anti—
IgM (Jackson ref. 109-035-098 y 109-035-043, respectivamente) a una

dilucion 1:3000 durante 1 hora a temperatura ambiente.
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- Lavar tres veces con tampon de lavado 2.

- Preparar el sustrato para revelar la placa diluyendo el OPD en tampon

citrato a una concentracion de 0.5 mg/ml y afiadiendo 33 pl de H,O..

- Anadir a cada pocillo 100 ul de sustrato e incubar hasta que el suero

control positivé alcance color.

Parar la reaccion con 100 pl de solucion stop (acido sulfurico al 25%).

Proceder a la lectura de la densidad optica (DO) a 492 nm.

Con el fin de excluir resultados erroneos por uniones inespecificas, paralelamente
se incubaron los sueros de los pacientes en placas sin 5-HT y se realizd todo el
proceso anterior.

Como sueros estandar de bajo, medio y alto titulo de ACS anti-5-HT se emplearon
distintos sueros donados por la doctora Reinhild Klein, el Departamento de Medicina
Interna de la universidad de Tubingen, Alemania. También se utilizaron controles
negativos adicionales como sueros sin antigeno, ausencia de suero en pocillos con
antigeno y sueros de pacientes con resultado negativo del laboratorio de referencia de
Alemania y de controles sanos.

Los rangos de normalidad para los niveles de autoACS fueron determinados en
una serie de donantes sanos. Se determiné la media y desviacion estandar (DS) de la
DO de los sueros de los pacientes, considerando aquellos con dos DS por encima de
la media como casos borderline y los sueros con tres DS por encima de la media se

definieron como positivos para la presencia de ACS anti-5-HT.

5.1.2 Determinacion de ACS anti-Gangliosidos y otros ACS.

La determinacién de los ACS anti-Ganglidsidos se realizd con el KIT comercial
Ganglioprofile DOTZEN que proporciona un analisis in vitro cualitativo de autoACS
(IgG, IgM o Ig G+M) frente a diez gangliésidos especificos: GQ1b, GT1b, GT1la, GDS3,
GD1b, GDla, GM3, GM2 y GML1.
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Principio del test (figura 29)

Las tiras de membrana recubiertas con los antigenos de gangliésidos
purificados se utilizan como fase solida.

Las membranas se fijan sobre la lamina sintética.

Durante el primer periodo de incubacién, los autoACS especificos
presentes en el suero diluido se adhiere a los antigenos acoplados a la
fase solida.

Las tiras de filtro se lavan después para eliminar los ACS no enlazados y
otros compuestos del suero.

En un segundo periodo de incubacion, un ACS anti-humano combinado
con peroxidasa de rabano (HRP) se afiade y reacciona con el ACS
humano IgG o IgM inmovilizados en las tiras de filtro de la membrana.
En un tercer paso, los ACS unidos se tifien con una solucion de
cromogeno/sustrato que es capaz de promover una reaccion de
precipitacion y cambio de color. Si la muestra de suero contiene el ACS
especifico, aparece una banda oscura intensa en la linea del antigeno
correspondiente.

1. Membrana recubierta
. ] Sultatides
“con el antigeno Bl

|
J Gatb

2. Acs . Especificos

GT1b

diluido humano

GT1a
GD3

3. Acs . Anti-humano-
HRP

GD1b

GD1a

HRP
Sustrato M3
Cromogeno = —

GM1
Banda oscura

Figura 29. Test de determinacion de anticuepos anti-gangliosidos.
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5.1.3. Determinacion de los niveles de serotonina en suero.

La determinacion de los niveles de 5-HT en suero se realizd6 mediante un equipo de
cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC), sistema LC Agilent 1220 Infinity, que
es un sistema isocratico con deteccidn electroquimica. Se utilizo el kit
Chromsystems, donde el calibrador y los controles de calidad, se producen a partir de
matrices humanas puras para evitar las variabilidades de medicion asociadas a la

matriz. El método se realizé siguiendo las indicaciones del fabricante.

Preparacién de la muestra de suero:

= Agitar en vortex 100ul de suero + 100ul de estandar interno+100 ul de
reactivo de precipitacion en un vial de reaccion durante 30 segundos.

» |ncubar 10 minutos a una temperatura de +2 a +8 °C

= Centrifugar 10 minutos a 13000 r.p.m.

» Inyectar 20ul de sobrenadante en el sistema HPLC

Condiciones cromatograficas:
= Equipo: HPLC (sistema LC Agilent 1220 Infinity),
= Columna: la indicada por el fabricante
= Temperatura de la columna: Temperatura ambiente (25°C)
*  Flujo: 1.0- 1.2 mL/min.
= Potencial: aproximadamente 400 a 500mV.
»= Volumen de inyeccién: 20 pL.
= Fase movil: A.- la indicada por el fabricante.

B.- la indicada por el fabricante.
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5.2 OBJETIVO 2: DETERMINACION DE NIVELES SERICOS DE
CITOQUINAS PRO- Y ANTI-INFLAMATORIAS Y POLIMORFISMO DE
CITOQUINAS.

5.2.1 Cuantificacion sérica de citoquinas pro- y anti-inflamatorias por

Luminex.

La determinacion de citoquinas pro-inflamatorias: IL-1, IL-6, IL-8, IL-17 IFNy y
TNFa, y citoquinas anti-inflamatorias: IL-4 y IL10. se realiz6 empleando el KIT Human
High Sensivity T Cell Magnetic Bead Panel (MILLIPLEX Map, MERCK) siguiendo las
instrucciones del fabricante. Las placas se leyeron en el equipo Luminex® 200™,
utilizando el software xPONENT®.

La metodologia empleada se detalla a continuacion:

Preparacion de los estandares:
Reconstituir el vial de estandares con 250 pul de MXHSM-7.
Invertir el vial varias veces para mezclar y vortear durante 10 segundos.
Dejar reposar el vial durante 5-10 minutos (Vial Stock estandar).
Rotular 7 tubos de polipropileno como ST-7, ST-6, ST-5, ST-4, ST-3, ST-2
y ST-1.
Afadir 150 ul de MXHSM-7 a cada uno de los 7 tubos.
Preparar una dilucién seriada, afiadiendo 50 pl del vial stock estandar al
tubo ST-7, mezclar bien y afiadir 50 pl del ST-7 al ST-6, y asi
sucesivamente. Rotular un ultimo tubo ST-0 y afadir 150 pl de MXHSM-7
(blanco) (figura 30).

50ul 50u Soul 50l 50ul 50pl
150 pl 150 pl 150 pl 150 pl 150 pl 150 pl 150 ul
) O — — —J ) J
Estandar 7 Estandar 6 Estandar 5 Estandar 4 Estandar 3 Estandar 2 Estandar 1

150Ul de MXHSM-7y
50l del estandar madre

Figura 30. Preparacion de los estandares para la cuantificacion de citoquinas
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Procedimiento del inmunoensayo:

- Atemperar todos los reactivos a temperatura ambiente (20-25°C) antes de
comenzar el ensayo.

- Afadir 200 pl de tampo6n de lavado a cada pocillo de la placa (placa de 96
pocillos).

- Sellar la placa y agitar en el agitador de placas durante 10 minutos a
temperatura ambiente.

- Decantar el tampoén de lavado y eliminar el volumen residual de los pocillos
invirtiendo la placa y golpeando varias veces sobre papel absorbente.

- Afiadir 50 pl de cada uno de los éstandares diluidos (ST-7/ST-1) y de los
controles de calidad (QC1 y QC2) en los pocillos correspondientes. Afadir 50 pl
de matriz de suero en el pocillo del éstandar ST-0 (blanco).

- En los pocillos de las muestras, anadir 25 pl de tampon de ensayo y 25 yl de
cada una de las muestras de suero corerspondientes (dilucion ¥2).

- Vortear el vial de premezclado de beads magnéticas y afadir 25 pl a cada
pocillo de la placa.

- Sellar la placa e incubar en agitaciéon durante 16-18 horas a 4°C.

- Poner la placa en el iman y eliminar el contenido de los pocillos invirtiendo la
placa.

- Sacar la placa del iman afiadir 200 pl de tampon de lavado.

- Volver a poner la placa en el iman y esperar 60 segundos.

- Decantar la placa sin sacarla del iman (importante).

- Repetir los 3 pasos anteriores (lavado) 2 veces mas.

- Afiadir 50 pl de los ACS de deteccién en cada pocillo (previamente a su uso
atemperar el vial de ACS de deteccion a temperatura ambiente).

- Sellar la placa e incubar en agitacion (agitador de placas) durante 1 hora a
temperatura ambiente (20-25°C).

- Afadir 50 pl de estreptavidiva-ficoeritrina a cada pocillo.

- Sellar la placa e incubar en agitacion (agitador de placas) durante 30 minutos a
temperatura ambiente (20-25°C).
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- Lavar la placa 3 veces con 200 pl de tampon de lavado, poniendo la placa en
el iman durante 60 segundos y decantando la placa sin sacarla del iman.

- Afadir 150 pl de fluido de conduccion del aparato Luminex® 200™, HTS,
FLEXMAP 3D® o MAGPIX® a cada pocillo de la placa.

- Leer la placa en un aparato Luminex® 200™, HTS, FLEXMAP 3D® o
MAGPIX® utilizando el software xPONENT®.

- Guardar y analizar los datos de intensidad media de fluorescencia (IMF)
usando un método de ajuste de curva logistico de 5 parametros para calcular
la concentracion de los analitos en cada una de las muestras y controles
empleados.

- Multiplicar la concentracion obtenida de cada analito por 2, ya que hemos
empleado una dilucién 1/2 de las muestras. Si se emplea una dilucién distinta,

multiplicar por el factor de dilucién empleado.

5.2.2. Cuantificacion de TGF-3 por ELISA

La determinacion de los niveles de TGF-1 en suero se realiz6 empleando el KIT
Quantikine® Colorimetric Sandwich ELISA Kit segun las especificaciones del
fabricante.

Este ensayo emplea la técnica cuantitativa de ELISA tipo sandwich (figura 31). Las
tiras de ELISA estan previamente tapizadas con anticuerpo monoclonal especifico
para TGF-B1. Durante el ensayo se afiaden los calibradores prediluidos, controles y
las muestras de los pacientes a los pocillos correspondientes. EI TGF-B1 presente en
la muestra se une al anti-TGF-B1 inmovilizado en la placa (figura 31).

Tras la incubacion, la fraccion de TGF-B1 no unida se lava, y el TGF- 31 se detecta
mediante la adiccion de un anticuerpo monoclonal anti-TGF- 31, unido a HRP. Una
segunda incubacién permite que el conjugado se una al TGF-B1. Tras un segundo
paso de lavado se retira el exceso de conjugado y se determina la actividad de la
HRP en la placa mediante la medicién de la absorbancia a 450 nm producida por un
sustrato cromogénico (tetrametilbencidina (TMB) en un espectrofotometro. La sefial
obtenida es proporcional a la cantidad de TGF-31 presente en la muestra del paciente
(figura 31).
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Figura 19. Inmunoensayo tipo sandwich para la determinacion de TGF-f3
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5.2.3. Determinacion del polimorfismo de citoquinas.

La determinacion del polimorfismo de citoquinas se realizé mediante un ensayo de
discriminacion alélica, (Allelic Discrimination by Tagman probes; qPCR) de las
regiones de interés de cada una de las citoquinas a estudiar. Se estudiaron los
polimorfismo de las siguientes citoquinas: citoquinas pro-inflamatorias: IL-1, IL-6, IL-8,
IL-17 IFNy y TNFa, y citoquinas anti-inflamatorias: IL-4, IL10 y TGF(.

El ensayo de discriminaciéon alélica es un ensayo multiplex (en el que cada reaccion
incorpora mas de un par de cebadores/sondas), a punto final (la informacion se
recoge al final del proceso de PCR), que detecta variantes de un unico nucleétido en
la secuencia de ADN. La presencia de dos pares de cebadores y sondas en cada
reaccion permite el genotipado de las dos posible variantes o polimorfismos de
nucledtidos simple (SNP) en una secuencia de ADN diana. Para cada una de las
muestras analizadas se emplea un par de detectores fluorescentes (ej, dos sondas
TagMan® MGB que tienen como diana un sitio de polimorfismo de nucleotido
simple), de este modo, una de las sondas fluorescentes hibrida especificamente a la
secuencia de uno de los alelos (alelo 1) y la otra sonda al otro alelo (alelo 2).

Este ensayo de discriminacion alélica clasifica las muestras como:
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Muestras homocigotas: tienen el alelo 1 o el alelo 2

Muestras heterocigotas: tienen el alelo 1 y el alelo 2.

En este ensayo se mide el cambio en la fluorescencia de los dos distintos
fluorocromos (VIC y FAM) asociados con las sondas especificas para cada variante
alélica. En la figura 32 se muestra un ejemplo de hibridacién entre las secuencias

diana y las sondas en ensayos de genotipaje TagMan ®

IF

Alle  f _
agen
1 /{,,”
0 oo
Match Mismatch ® S
e

Allele

2 \ | B .
e S 10 TR0 (),
TN TITITTRg L e

Match Mismatch T

| |

Figura 32. Hibridacion de sondas en el ensayo TagMan® de discriminacién alélica. Para
cada muestra se emplean dos sondas que tienen como diana la secuencia donde se localiza el SNP.
Cada una de estas dos sondas va conjugada con un fluorocromo diferente y un quencher, y tiene la
secuencia complementaria exacta para cada uno de los alelos del SNP. Cuando la sonda hibrida con la
sencuencia complementaria en el ADN de la muestra, la Tag polimerasa libera el fluorocromo y éste
emite fluorescencia al quedar separado del quencher.

La interpretacion de los resultados obtenidos mediante el ensauo TagMan de

discriminacion alélica depende de las sefiales de fluorescencia detectadas, tal y como

se muestra en la figura 33.
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Figura 33. Interpretacion de resultados del ensayo TagMan® de discriminacion alélica para
la regidn de citoquinas. Se representa un diagrama de puntos de un ensayo TagMan de discriminacion
alélica. En rojo se observan las muestras homocigotas para el alelo 1 (solo emite sefial la sonda conjugada
con VIC), en verde las muestras heterocigotas portadoras tanto del alelo 1 como del alelo 2 (emiten sefiales
ambas sondas, la conjugada con VIC y la conjugada con FAM) y en azul las muestras homocigotas para el
alelo 2 (solo emite sefal la sonda conjugada con FAM).

La secuencia de los cebadores sentido y anti-sentido empleados para amplificar los

SNPs estudiados se muestran en la tabla 6.
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Tabla 6. Secuencias de cebadores sentido y antisentido empleados para amplificar los SNPs.

Citoquina

IL1-B

IL-6

IL-8
IL-17a
IFN-y

TNF-a

IL-10

TGF-B

SNP Id
(NCBI)

rs1143634
rs16944
rs1800795
rs4073
rs2275913
rs2430561
rs1800629
rs1800896
rs1800871

rs1800872

rs1800469

rs1800470

Ref. ensayo
Applied
Biosystems
C_9546517_10
C_1839943 10
C_1839697_20
C_11748116_10
C_15879983_10
C_15859790 10
C_7514879_10
C_1747360_10
C_1747362_10

C_1747363_10
C_8708473_10

C_22272997 10

Contexto de la secuencia del ensayo TagMan (VIC/FAM)

CATAAGCCTCGTTATCCCATGTGTC[G/A]JAAGAAGATAGGTTCTGAAATGTGGA
TACCTTGGGTGCTGTTCTCTGCCTC[G/A]JGGAGCTCTCTGTCAATTGCAGGAGC
ACTTTTCCCCCTAGTTGTGTCTTGC|[C/G]JATGCTAAAGGACGTCACATTGCACA
TTATCTAGAAATAAAAAAGCATACA[A/T]ITTGATAATTCACCAAATTGTGGAGC
TGCCCTTCCCATTTTCCTTCAGAAG[A/GJAGAGATTCTTCTATGACCTCATTGG
TGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTG[A/T|IGATTTGATTTTGTGTTGTAAGAATAA
GAGGCAATAGGTTTTGAGGGGCATG[A/G]GGACGGGGTTCAGCCTCCAGGGTCC
TCCTCTTACCTATCCCTACTTCCCC[T/CITCCCAAAGAAGCCTTAGTAGTGTTG
AGTGAGCAAACTGAGGCACAGAGAT[A/G]TTACATCACCTGTACAAGGGTACAC

CTTTCCAGAGACTGGCTTCCTACAG|T/GJACAGGCGGGGTCACAGGATGTGTTC
GAGGAGGGGGCAACAGGACACCTGA[A/GIGGATGGAAGGGTCAGGAGGCAGACA

TAGCCACAGCAGCGGTAGCAGCAGC[A/G]GCAGCAGCCGCAGCCCGGAGGGLCGG

Variacion

G/A

G/A

CIG

AT

AIG

AT

AIG

TIC

AIG

TIG
AIG

AIG

Localizacion

Exén 5 +3954

-511

-174

-251

-152

Intrén 1 +874

+874

-1082

-819

-592
+509

-869

En azul se muestra la localizacién de cada SNP en la secuencia, asi como la variacion de nucleétido que tiene lugar en cada SNP.
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Se prepard la mezcla de amplificacion segun el numero de muestras a realizar
empleando los volimenes indicados en la tabla 7 y de acuerdo a las especificaciones

comerciales.

Tabla 7. Volumenes de los reactivos empleados en el ensayo de discriminacion alélica.

Concentracion , Volumen por muestra
- Reactivo

final (%))

1X PCR master mix PE 2X 125

MIX primer 10X 25
H,O 5
0.0625 pg DNA diluido de muestras / controles 5
Total(pl) 25

Por dltimo, se introdujo la placa de reaccién en el aparato ABI Prism® 7000
Sequence Detection System y se asignaron los alelos a cada una de las muestras y

controles analizados.

Determinacion del polimorfismo VNTR del gen de la IL4.

El polimorfismo que afecta a las repeticiones en tandem GT de 70bp pares de
bases (VNTR) en el intrén 3 del gen de la IL-4 se determind por PCR convencional
empleando los cebadores directo 5-GTA AAT AGG CTG AAA GGG GGA AA-3' y
reverso 5-CAT CTT TTC CTC CCC TGT ATC TT-3' para amplificar el fragmento
VNTR de 70 pares de bases. Posteriormente se analizo el tamafio del fragmento
amplificado en un gel de agarosa. El tamafio del fragmento amplificado estaba
relacionado con el niumero de repeticiones presentes en la muestra. En funcién de
esto se identificaron 2 alelos: alelo 1 con 3 repeticiones (3R, 342bp), alelo 2 con 2

repeticiones (2R, 272bp).
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5.3. OBJETIVO 3: DETERMINACION DE POLIMORFISMOS HLA/KIR.

El genotipaje de las moléculas de HLA clase | y clase Il se realiz6 empleando

métodos de PCR-SSO y PCR-SSP como se describe a continuacion.
5.3.1. Genotipaje de HLA-A, -B, - Cy -DRB1 por PCR-SSO.

El tipaje de los genes HLA-A, -B, - C y -DR se realiz6 mediante el método de PCR-
SSO utilizando los kits de tipificacion LIFECODEs HLA-SSO Clase | A, Clase | B,
Clase | C y Clase Il DRB1 (LifeCode, Inmucor GTI Diagnostic, Inc,. Promega Corp.).

El procedimiento de tipificacion de HLA-SSO se basa en la hibridacion con sondas
SSO del ADN monocatenario marcado obtenido por PCR. Cada una de las distintas
sondas hibrida con una regién complementaria que puede estar presente 0 no en el
ADN amplificado. Ademas, el ADN amplificado hibrida también con una o mas sondas
de consenso homologas a secuencias presentes en todos los alelos de un locus.

En la tipificacion por el procedimiento HLA-SSO se unen las sondas a microesferas
Luminex ideadas para utilizarse con el Luminex Instrument. Se pueden mezclar hasta
100 poblaciones diferentes de microesferas Luminex y se las puede analizar en el
Luminex Instrument porque cada una de ellas se distingue por su firma o color de
fluorescencia caracteristico. A cada microesfera de color puede unirse una sonda
SSO distinta. Por consiguiente, en una mezcla compuesta por varias sondas es
posible distinguir unas de otras por su union a microesferas de un color determinado.

El Luminex Instrument también mide las cantidades relativas de producto de PCR
marcado que hibrida con cada microesfera Luminex. Asi, al igual que ocurre con otros
métodos SSO, la sefal relativa obtenida con las sondas SSO en el ensayo LifeCodes
puede utilizarse para asignar a las sondas una reactividad positiva o negativa con la
muestra de ADN amplificado. Esto, a su vez, ofrece la informacion necesaria para

determinar el fenotipo HLA de la muestra.

Las reacciones de amplificacion se realizaron preparando los diferentes

componentes de la mezcla de amplificacion que se detalla en la tabla 8.
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Tabla 8. Componentes de la reaccion para la amplificacion

Componente Cantidad por reaccion PCR por
muestra
Mezcal maestra LIFECODES 6ul
ADN gendmico Total 80 ng
10-200 ng/ul S
Polimeras taq LIFECODES 0.2 pl (1V)
Agua exenta de nucleasas Hasta un volumen final de 20 pl

Las condiciones del termociclador, en cuanto a temperatura 'y a tiempo de incubacion

se detallan a continuacion (tabla 9).

Tabla 9. Condiciones del termociclador para la
amplificaciéon.

T(°C) Tiempo N° de ciclos
95 3 min. 1
95 15 seg.
60 30 segq. 12
72 30 seg.
95 10 seg.
63 30 seg. 28
72 30 seg.
72 2 min. 1
4 00 1

Posteriormente, se realizo la hibridaciéon de cada muestra con sondas especificas
tal y como se detalla en las especificaciones del Kit. Las condiciones del termociclador
para la hibridacion se detallan en la tabla 10.
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Tabla 10. Condiciones del termociclador
para la hibridacion.

T(°C) Tiempo
97 2 min.
47 10 min.
56 8 min.

Mantener a 56 °

Se prepar6 una solucién de SA-PE, se afiadié 100 pl de la mezcla por muestra, y
se adquirié las muestras en un equipo Luminex XMAP™. Los resultados se analizaron
con el software (MATCH IT! DNA v1.2 LIFECODES).

5.3.2. Genotipaje de HLA-A, -B, - Cy -DRB1 por PCR-SSP.

Como método alternativo, para el genotipaje de los locus HLA-A, HLA-B, HLA-Cy
HLA-DR por PCR-SSO, y para las combinaciones ambigiias, se utilizaron técnicas
de reaccion en cadena de la polimerasa o PCR, utilizando el kit SSP1A (SSP Generic
HLA Class | A Locus DNA Typing Tray ), el kit SSP1B (SSP Generic HLA Class | B
Locus DNA Typing Tray) , el kit SSP1C (Micro SSP Generic HLA Class | C Locus
DNA Typing Tray) vy el kit SSP2LB (Micro SSP Generic HLA Class Il DNA Typing
Tray DRB Only) (One Lambda, Inc. 21001 Kittridge Street, Canoga Park, CA) de

acuerdo con las especificaciones del fabricante.

Consiste en la amplificacion de ADN con cebadores de secuencia especifica, por lo
que se usa para cada gen HLA un conjunto de cebadores cuyas secuencias
discriminan los diferentes genes presentes en la muestra a estudio, de tal forma que
solo se produce la reaccion de amplificacion cuando el ADN contiene el gen que
corresponde al grupo de cebadores de la reaccion (figura 34).

Todos los kits utilizados de One Lambda estdan adaptados a las mismas

condiciones de amplificaciobn en los Termocicladores Perkin Elmer 9600. Los
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termocicladores 2720 y 9700 deben prepararse en el modo de rampas del 9600 (ver

tabla 11).

Tabla 11. Condiciones del
amplificaciéon para genotipaje por PCR-SSP.

termociclador para la

T(°C) Tiempo N° de ciclos

94 120 seg.

65 60 seg. 1

94 10 seg. 9

65 60 seg.

95 10 seg.

65 60 seg. 20

72 20 seq.

4 00

Sin embargo, los volumenes de los reactivos implicados en cada tipo de analitica

cambian, segun el locus de que se trate. Los volumenes de los reactivos utilizados

para la amplificacion de los alelos del locus HLA-A, -B, -C y -DR por cada muestra de

ADN se muestran en la tabla 12

Tabla 12. Volumen de los reactivos utilizados para la amplificacion de los
alelos de los locus HLA-A, By C.

Componentes de la PCR-SSP

D-MIX
ADN

Tag-polimerasa

Reacciones por test

Volumen por muestra (ul)
HLA-A (SSP1-A) HLA-B HLA-DRB1
HLA-C (SSP1-C) (SSP1-B) (SSP2LB)
270 540 360
29 59 39
15 3 2
24 48 32
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Posteriormente, se realizo la electroforesis de las muestras en un gel al 2,5-3% de
agarosa, Y los resultados se interpretaron con ayuda del programa HLA Fusionv 2.0y
v 3.0 (One Lambda, Inc 21001 Kittridge Street, Canoga Park, CA 91303-2801, EE.
UU.) (figura 34).

Extraccion de
ADN

Amplificacién con
cebadores (primers)
especificos de secuencia
(SSP)

Emparejado No emparejado

S e S N e B B | — ContrOI—b = = e e N S

interno

— <+— Amplifica-
do

Figura 34. Esquema del tipaje de HLA mediante PCR-SSP. El
tipaje de los genes HLA por PCR-SSP se realiza mediante el uso de
cebadores especificos de secuencia para cada gen HLA, de tal manera
que cuando estos cebadores se emparejan con la secuencia
complementaria especifica en el ADN de la muestra se producira la
amplificacion del fragmento especifico de ADN, mientras que cuando los

cebadores no emparejan, no se producira amplificacién.

100



Pacientes y métodos

5.3.3. Genotipaje de los genes KIR.

El tipaje de los genes KIR se realiz6 por el método de PCR-SSO utilizando el KIT
LIFECODES KIR SSO Typing Kit (Luminex technology, Tepnel Lifecodes, CMDCAS,
Canada), de acuerdo con las especificaciones del fabricante. Mediante este método
se detectd un total de 14 genes que codifican para ocho receptores KIR inhibidores
(2DL1-2DL5 y 3DL1-DL3), seis receptores KIR activadores (2DS1-S5 y 3DSl1La
mezcla de amplificacion empleada en el tipaje KIR mediantes PCR-SSO se describen

en la tabla 13 y las condiciones de amplificacion en la tabla 14.

Tabla 13. Mezcla de amplificacion empleada en el tipaje KIR mediante PCR-

Componente Volumen por muestra
(Hl)

Lifecodes master mix (MX-K1, MX-K2) 6

Taq Polimerasa 0.2

H,O libre de nucleasas Completar hasta 20

Tabla 14. Condiciones de amplificacién de los genes KIR
mediante PCR-SSO.

T(°C) Tiempo N° de ciclos
95 2 min. 1
94 30 seg.
59 90 seg. 40
72 30 seg.
72 15 min. 1
4 00

Posteriormente, se hibridé 5 pl de ADN amplificado de cada muestra con 15 pul de

la mezcla de sondas y se prepar6 una mezcla de solucidon con estreptavidina
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conjugada con R-ficoeritrina (SA-PE, del inglés “Streptavidine-R-Phycoerythrin”)
conforme a las especificaciones del KIT.

Por ultimo, se afiadio 100 ul de la mezcla de SA-PE por muestra en las condiciones
que especifica el kit y se adquirieron las muestras en un equipo Luminex? XMAP™.
Los resultados fueron analizados con el software Quicktype y Match it! DNA V1.1

ambos de LIFECODESR.

6. ANALISIS ESTADISTICO.

Los datos demograficos y los resultados de los analisis se recogieron en una base
de datos (Microsoft Access 11 (Microsoft Corporation, Seattle, EE.UU.). El analisis
estadistico se realizé6 empleando el paquete estadistico SPSS 15.0 (SPSS Inc.,
Chicago EE.UU.).

Para detectar diferencias respecto a la edad y sexo se realizé un test t-Student
desapareado de dos colas y un test chi-cuadrado (x%), respectivamente.

Los niveles séricos de ACS anti-5-HT, 5-HT y citoquinas fueron comparados entre
los distintos grupos de pacientes con FM y grupo control mediante el test t-Student.

Las correlaciones entre los niveles de serotonina y los niveles de acs anti-
serotonina en suero fueron determinadas mediante el coeficiente de correlacion de
Pearson.

Las frecuencias alélicas, génicas y genotipicas fueron estimadas por contaje
directo, y comparadas utilizando el test exacto de Fisher bilateral. Las asociaciones de
los alelos 0 genes KIR, HLA y de los citoquinas estudiadas con las variables clinicas
se estimaron mediante el test x° y el test exacto de Fisher bilateral, y la fuerza de las
asociaciones mediante la determinacién de la Odds Ratio (OR). El valor de “pc” se
obtuvo multiplicando el valor de la “p” por el nimero de alelos testados para cada
locus. En todos los casos, los valores de “p” menores de 0.05 fueron considerados

como significativos
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1. SERIE ESTUDIADA Y CARACTERISTICAS CLINICAS AL
DIAGNOSTICO.

1.1. Datos demograficos.

En el presente trabajo se ha estudiado un grupo 235 pacientes con FM
seleccionados aplicando los criterios diagndsticos de1990 del ACR y los criterios de
ACR 2010. De todos ellos, 79 pacientes fueron excluidos por no cumplir los criterios
diagnésticos de FM tipo I. Asimismo, se ha estudiado un grupo de 191 controles
sanos, de los cuales 18 fueron excluidos por presentar una patologia asociada o ser
familiar de 1° grado de paciente con FM. De esta manera se estudiaron 156
pacientes con diagndéstico de FM tipo | (150 mujeres y 6 hombres) y 153 controles
sanos (120 mujeres y 33 hombres), siendo la frecuencia de mujeres
significativamente superior en el grupo de pacientes con FM que en el grupo control
(p=2,73*10°%). Ambos grupos resultaron compatibles en edad y procedian de la

misma area geogréfica (tabla 15).

Tabla 15. Datos demograficos de pacientes con FM
y controles sanos.

Datos Controles Pacientes con FM
Demogréficos N=153 N=156
Edad (afios) 48+11 53+10
Género:
Mujer 120 1502
Hombre 33 6

Abreviatura: FM, Fibromialgia; Media+ desviacion estandar. Para

detectar diferencias respecto a la edad y sexo se realiz6 un test
t-Student desapareado de dos colas y un test )(2,

respectivamente, (* paciente vs control; )(2 (21.99); p=2.73*10’6).

1.2. Caracteristicas clinicas al diagndstico.

La clasificacion de los pacientes con FM se realiz6 mediante los cuestionarios y
test siguientes: FIQ, CV, WPI, COS, CGI, HARS, HDRS y MPQ que evalian la
calidad de vida y la presentacion de la enfermedad:

Segun el test de FIQ, que evalla el impacto de la enfermedad en la calidad de vida
de los pacientes con FM, en un rango de 0-100, 6 (4%) de los pacientes
presentaron una afectacion minima en la severidad de los sintomas de la enfermedad

(rango de 0- 40), 12 (8%) de los pacientes presentaron una afectacion moderada
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(rango de 41-50), 57 (38%) de los pacientes una afectacion importante (rango de 51-
70), 57 (38%) de los pacientes una afectacion grave (rango de 71-85)y 17 (12%) de
los pacientes una afectacion muy grave (rango > 85 ) (figura 35a). Por operatividad y
con el fin de incrementar el numero de pacientes que conforma cada grupo, decidimos
agrupar a los pacientes en dos grupos: Grupo 1; pacientes con afectacion de minima
a moderada, 18 (12%) de los pacientes (rango 0-50), y Grupo 2; pacientes con
afectacién importante, grave o muy grave, 131 (88%) de los pacientes (rango 51-100)
(figura 35b).

TEST FIQ
a) b)
12% 4% 8% W Afectacién minima 12%
- .. H Afectacion minima o
q \ W Afectacion moderada moderada
- | [ Afectacién importante
38% 38% Afectacién importante o

grave o muy grave

‘ [ Afectacion grave

[ Afectacion muy grave

Figura 35: a) Clasificacion original de los pacientes segun el test FIQ; b) Clasificacién modificada de los pacientes en
segun test FIQ

- Segun el test Calidad de Vida (CV) que clasifica a los pacientes dentro de un rango
de 0-159, 43 (28%) de los pacientes fueron incluidos dentro del grupo con afectacion
leve (rango 0- 53), 101 (66%) dentro del grupo con afectacion moderada (rango 54 -
106) y 5 (6%) dentro del grupo con afectacion grave (rango 107-159) (figura 36a). Por
operatividad y con el fin de incrementar el nimero de pacientes que conforma cada
grupo, agrupamos a los pacientes en dos grupos: Grupo 1; pacientes con afectacion
leve en la calidad de vida (rango 0-106) 32 (28%) y grupo 2; pacientes con afectacion
de moderada a grave (rango 107-159) 110 (72%) (figura 36b).
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CALIDAD DE VIDA
a) 6%

N

m Afectacion leve
m Afectacion moderada

Afectacion grave

b)

28%

H Afectacion leve

u Afectacion
moderada o grave

Figura 36: a) Clasificacion original de los pacientes atendiendo al test Calidad de Vida; b) Clasificacion

modificada de los pacientes atendiendo al test Calidad de Vida.

- Segun el test WPI que evalla la expansion del dolor corporal, con un indice de dolor

generalizado de 0-19, los pacientes se agruparon en dos grupos. Dentro del Grupo 1

(rango 0-12, expansion del dolor leve), se incluyeron 58 (37%) de los pacientes, y

dentro del grupo 2 (213 expansion del dolor de moderado a grave), se incluyeron 98
pacientes (63%) (figura 37).

TEST WPI

m0-12

mx>13

Figura 37: Clasificacion de los pacientes, atendiendo
al test WPI.

- Segun el test COS, que evallua la calidad de suefio de los pacientes con FM, se

clasifico a los pacientes en dos grupos: Grupo 1 (rango 0-47, buena calidad de

suefo), dentro del cual se incluyeron 44 (45%) de los pacientes y Grupo 2 (rango =

48, mala calidad del suefio), donde se incluyeron 53 (55%) de los pacientes ( figura

38)
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TEST COS

m 0-47
m=>48

Figura 38: Clasificacion de los pacientes atendiendo al

test COS.

- Segun el test CGI, que evalla la informacion cualitativa de la gravedad psiquiatrica

de los pacientes, estos fueron clasificados en 6 grupos: 17 (11%) de los pacientes se

consideraron como no enfermos, 26 (17%) de los pacientes se consideraron como

dudosamente enfermos, 58 (39%) de los pacientes como levemente enfermos, 35

(24%) de los pacientes como moderadamente enfermos, 9 (6%) de los pacientes

como marcadamente enfermos y 5 (3%) de los pacientes como gravemente enfermos

(figura 39 a). Por operatividad y con el fin de incrementar el nimero de pacientes que

conforma cada grupo, agrupamos a los pacientes en dos grupos: Grupo 1 (no

enfermos, dudosos o levemente enfermos) constituido por 101 (67%) de los pacientes

y Grupo 2 (moderadamente, marcadamente o gravemente enfermos) constituido por

49 (33%) de los pacientes (figura 39 b).

TEST CGl

a) 17%
6%_ 3%  11%

H No enfermo

B Dudosamente enfermo

u Levemente enfermo
Moderadamente enfermo

B Marcadamente enfermo

B Gravemente enfermo

b)

® Normal o dudoso
o leve

= Moderado o
marcado o grave

Figura 39: a) Clasificacion original de los pacientes atendiendo al test CGl; b) Clasificacién modificada de los

pacientes atendiendo al test CGI.
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- Segun el test HARS, que evalla la ansiedad que manifiestan los pacientes con FM,
se clasific6 a los pacientes de la siguiente forma: 3 (2%) de los pacientes se
incluyeron dentro del grupo con ausencia ansiedad (rango 0-7), 52 (34%) de los
pacientes presentaron una ansiedad de leve a moderada (rango 8-17), 27 (18%) de
los pacientes manifestaron una ansiedad moderada (rango 18-24), 30 (20%) de los
pacientes presentaron ansiedad de moderada a severa (rango 25-30) y 40 (26%) de
los pacientes presentaron ansiedad de severa a grave (rango >30) (figura 40 a).Por
operatividad y con el fin de incrementar el nimero de pacientes que conforma cada
grupo, agrupamos a los pacientes en dos grupos: Grupo 1 (constituido por pacientes
gue no manifestaban ansiedad, o presentaban ansiedad de leve a moderada; (rango
0-24), 82 (54%) de los pacientes y Grupo 2 (pacientes que presentaban ansiedad
moderada, severa o grave (rango =25) constituido por 70 (46%) de los pacientes
(figura 40 b).

TEST HARS
a) 2% b)

® No ansiedad M Sin ansiedad o leve-

‘ ’ ' 1“ Ansiedad leve o media media o moderada
; - ‘ Ansiedad moderada . Moderada-severa o

Ansiedad moderada o severa severa o grave

wy v ® Ansiedad severa o grave

Figura 40: a) Clasificacion original de los pacientes atendiendo al test HARS; b) Clasificacién modificada de los

pacientes atendiendo al test HARS
- Segun el test HDRS, que evallta el grado de depresion de los pacientes con FM,
estos fueron agrupados en los siguientes grupos: 25 (16%), fueron pacientes que no
presentaron depresion (rango 0-7), 54 (35%) de los pacientes presentaron depresion
ligera o menor (rango 8-13), 45 (30%) de los pacientes presentaron una depresion
moderada (rango 14-18), 19 (13%) pacientes una depresiéon severa (rango 19-22),y 9
(6%) pacientes una depresién muy severa (rango >23), (figura 41a) .Por operatividad
y con el fin de incrementar el nimero de pacientes que conforma cada grupo,
agrupamos a los pacientes en dos grupos: Grupo 1, (pacientes sin ansiedad o

ansiedad leve-media o moderada, rango 0-18) constituido por 79 (52 %) de los
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pacientes, y grupo 2, (pacientes que presentaban depresion severa 0 muy severa,
rango =19) constituido por 73 (48%), de los pacientes, (figura 41b).

TEST HDRS
a)

6%

b)
M Sin depresion o ligera-

B No deprimido
o menor o moderada
m Depresion ligera/menor
= Depresion moderada ® Moderada o severa o

Depresion severa muy severa

B Depresion muy severa

Figura 41: a) Clasificacion original de los pacientes atendiendo al test HDRS; b) Clasificacion modificada de los
pacientes atendiendo al test HDRS

- Por ultimo, segun el test MPQ que evalla la intensidad de dolor de los pacientes
con FM, se clasificaron en dos grupos, Grupo 1, 82 (53%) de los pacientes que
presentaron formas mas leves de dolor (escala de 0-18) y Grupo 2, 74 (47%) de los

pacientes que presentaron formas mas severas de dolor (escala = 19), (figura 42)

TEST MPQ

m0-18
m>19

Figura 42: Clasificacion de los pacientes, atendiendo al
test MPQ.
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2. RESULTADOS POR OBJETIVOS.

2.1. OBJETIVO 1. Cuantificacion de ACS séricos anti-serotonina,
anti-gangliésidos, otros autoACS relacionados, y niveles de
serotonina en pacientes con FM y controles.

2.1.1. Cuantificacion de los ACS anti-serotonina en suero.

Se realizé la cuantificacion sérica de ACS anti-serotonina tanto IgG como IgM en
un total de 155 pacientes con FM y 151 controles, obteniéndose los resultados
detallados a continuacion.

En la deteccion de ACS anti-5-HT (IgG), se obtuvo una DO media
significativamente mas elevada en el suero de los pacientes con FM respecto al de los
controles sanos (DO de 160*102 + 8.3 y de 54*107 + 2.5, respectivamente; p=2.3x10"
%) (figura 43a). Asimismo, en la determinacién de ACS anti-5-HT (IgM), se observé
una DO media significativamente mas elevada en el grupo de pacientes con FM
respecto al grupo control (DO de 167.1*10% + 8.8 y de 132 *10? + 6.7,

respectivamente; p=0.0018) (Figura 44b).

p=2.3*10%
200+ f 1

p=0.0018
2004 | |
Media=132 *107?

controles

1501 Il pacientes 1501 SEM= 467 Il pacientes
i
100 Media=54*107? 1 i 2
SEM=+25 Media=160 * 102 ”] g;l\i@; +1233*10
SEM=+83 T

50 50

Anticuerpos anti-serotonina (IgG)
Anticuerpos anti-serotonina (IgM)

Figura 44. Densidades oOpticas (DO) de anticuerpos anti-5-HT IgG e IgM en suero de pacientes
con FM tipo | y controles sanos. (a). D.O. de anticuerpos anti-5-HT (IgG) en el suero de pacientes y

controles. (b) DO de anticuerpos anti-5-HT (IgM) en el suero de pacientes y controles. Pacientes (n=155) y
controles (n= 151). La DO se representa como la media + SEM. Los valores de p fueron determinados mediante
prueba T de Student.
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Para determinar la presencia de ACS anti-5-HT en las muestras de suero de los
pacientes con FM y controles sanos, se consider6 como positivas a aquellas muestras
con valores de DO por encima de un umbral de deteccion de 100 (establecido en
base resultado de reference value: 3 media DO + 3SD de los controles sanos),
mientras que aquellas muestras con valores de DO inferiores a 100 fueron
consideradas negativas.

Asi, pudimos determinar que el 58 % de los pacientes con FM (n=90) presentaba
ACS anti-5-HT IgG en suero, mientras que en el grupo control solo se detecto la
presencia de estos ACS en un 4% (n=3) de los individuos, estas diferencias fueron
estadisticamente significativas (p=3,98*10"°; OR=48,12; IC 95% (16.9-136,7)). Por
otro lado, se detect6 la presencia de ACS anti-5-HT IgM en el 64% de los pacientes
con FM (n=99), y en el 54% de individuos del grupo control (n=82), sin embargo estas

diferencias no fueron estadisticamente significativas (tabla 16).

Tabla 16. Presencia o ausencia de ACS anti-5-HT (IgG e IgM) en
suero de pacientes con FM y controles sanos.

Pacientes
Control
ACSanti-5-HT (I1gG) o __conFM
N=143 N= 155
__________ _ n%) n (%)
Negativo 139 (97) 65 (42)
Positivo 4(3) 90 (58)®
_ Control Iz:aé:rl]eg':\(;s
ACSanti-5-HT (IgM) NSIEL Ne LEs
__________ ~ n®w  n®)
Negativo 69 (46) 56 (36)
Positivo 82 (%4) 99 (64)

2 Control vs Paciente con FM (p=3.98 x10™ ; OR=48.12; IC 95%= 16.9-
136.7). Los valores de p fueron determinados mediante un test de Fisher
bilateral. Abreviaturas: ACS: anticuerpos; FM, Fibromialgia, 5-HT:serotonina.

En un analisis posterior se clasifico a los pacientes con FM en base al impacto y la
presentacion de la enfermedad, mediante los distintos cuestionarios y test validados
para tal fin (FIQ, CV, WPI, COS, CGI, HARS, HDRS y MPQ). Este analisis revel6 los

siguientes resultados:
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- Una frecuencia significativamente aumentada de individuos con ACS. anti-5-HT IgG
positivos, en el grupo de pacientes con formas severas de la enfermedad segun la
escala CGI, respecto al grupo de pacientes con formas leves (71% vs 52%,
respectivamente; p=0.033; OR=2.3; IC 95%=1.1-4.8), (tabla 17).

- Una frecuencia significativamente aumentada de individuos con ACS. anti-5-HT IgG
positivos en el grupo de pacientes con ansiedad moderada, severa o grave, respecto
al grupo de pacientes sin ansiedad o con ansiedad leve segun el test HARS (67% vs
50% respectivamente; p=0.048; OR=2.04; IC 95% 1.6-3.9), (tabla 17).

- No se observaron diferencias significativas en la presencia de ACS. anti-5-HT IgG, al
clasificar a los pacientes con FM en funcion del resto de test (FIQ, CV, WPI, COS y
HDRS y MPQ,), (tabla 17).

- El analisis de ACS. anti-5-HT IgM en funcién del impacto y la presentaciéon de la
enfermedad, revel6 una frecuencia aumentada de individuos con ACS. anti-5-HT
positivos en el grupo de pacientes con ansiedad moderada, severa o grave, segun
test HARS, respecto al grupo de pacientes sin ansiedad o con ansiedad leve (76% vs
52% respectivamente; p=0.004; OR=2.8; IC 95% 1.4-5.7), (tabla 17).

- No se observaron diferencias significativas en cuanto a la presencia de ACS. anti-5-
HT IgM, al clasificar a los pacientes con FM en funcion del resto de test (FIQ, CV,
WPI, COS, CGI, HDRS y MPQ). (Tabla 17).

Tabla 17. Presencia o ausencia de ACS. anti-5-HT en pacientes con FM en funcién del tipo de test.

Test FIQ Test CV Test WP Test COS
050  >50  0-106 107-159 0-12  >13  0-47 248

 N=18 N=130 N=42 N=110 N=58 N=97 N=44 N=52
n%)  n%)  n%) n%) n%) n%) N (%) n(%)

ACS. anti-5-HT Negativo 8(44) 50(38) 17(40) 46(42) 29(50) 36(37) 24(54) 20(39)

19G Positivo  10(56) 80 (62) 25(60) 64 (58) 29 (50) 61(63) 20(46) 32(62)

ACS. anti-5-HT  Negativo 5(28) 45(35) 20(48) 34(31) 25(43) 31(32) 22(50) 20(38)

IgM Positivo  13(72)  85(65) 22(52) 76(69) 33(57) 66(68) 22(50) 32(62)
Test CGI Test HARS Test HDRS Test MPQ

N M/G 024  >5 018 =19  0-18 =19

" N=100 N=49 N=82 N=70 N=78 N=73 N=81 N=74
n%)  n%)  n%) n%) n%) n%) n®%) n(%)

ACS. anti-5-HT  Negativo 48(48) 14(29) 41(50) 23(33) 35(45) 28(38) 37(46) 28(39)

19G Positivo 52(52) 35(71)* 41(50) 47 (67)° 43(55) 45(62) 44(54) 46 (62) |
ACS. anti-5-HT Negativo 39(39) 15(31) 39(48) 17(24) 31(40) 24(33) 34(42) 22(30)
IgM Positivo 61(61) 34(69) 43(52) 53(76)¢ 47(60) 49(67) 47(58) 52(70)

test CGI M/G vs .N/L, (p=0.033; OR=2.3; IC 95%=1.1-4.8); °, test HARS =25 vs. 0-24 (p=0.048; OR=2.04; IC
95% 1.6-3.9); © test HARS =25 vs. 0-24 (p=0.004; OR=2.8; IC 95% 1.4-5.7). Los valores de p fueron
determinados mediante un test de Fisher bilateral. Abreviaturas: ACS, anticuerpos; FM, Fibromialgia; 5-HT,
serotonina: M. Moderado: G. Grave: N. Normal: L. Leve.
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2.1.2. Cuantificacion de los niveles de serotonina en suero de

pacientes con FM y en controles sanos.

La cuantificacion de los niveles séricos de 5-HT en pacientes con FM y controles
sanos, mostro unos niveles significativamente disminuidos de 5-HT en el suero de los
pacientes con FM respecto al grupo control (52 pg/L £3.2 vs 91 pg/L +3.9
respectivamente; p=7.7*10""%) (figura 45).

, P=7.7*10"

100
- — — @ CONTROLES
2 s B PACIENTES
©
h=
£ 60
B
8 a0
8
)
2 20
pd

0 T

Figura 45. Andlisis de los niveles séricos de 5-HT (pg/L) en
pacientes de FM y en controles sanos. Niveles de 5-HT en pacientes

con FM (n= 156) y controles (n=144), (p=7.7x10'14). Los niveles séricos de 5-HT
se representan como la media + SEM. Los valores de p fueron determinados

mediante prueba T de Student con varianzas distintas.

Al segregar a los pacientes en funcion de las manifestaciones clinicas de la FM, se
observaron niveles séricos de 5-HT inferiores en el grupo de pacientes con ansiedad
moderada, severa o0 grave, respecto al grupo de pacientes sin ansiedad o con
ansiedad leve, segun el test HARS, aunque estas diferencias no llegaron a alcanzar la
significacion estadistica. (57 pg/L £5.2 vs 90 ug/L +4.1 respectivamente)

Para el resto de test estudiados: FIQ, CV, WPI, COS, CGI, HDRS y MPQ, no se

observaron diferencias significativas en cuanto a los niveles séricos de serotonina
(figura 46).
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Figura 46. Analisis de los niveles séricos de 5-HT (ug/mL) en pacientes de FM
segregados en funcién de las caracteristicas clinicas al diagndstico. Niveles de 5-HT en
pacientes con FM segregados segun (A) test FIQ, grupo 0-50, n=18, y grupo >50, n=131, (B) test CV ,
grupo 0-106, n=43, y grupo 107-159, n=110, (C) test WPI, grupo 0-12, n=58, y grupo =13, n=98,
(D) test COS, grupo 0-47, n=44, y grupo 248, n=53, (E) test GCI, grupo N/L, n=101, y grupo M/G,

n=49, (F) test HARS grupo 0-24, n=83, y grupo 225, n=70,

(G) test HDRS grupo 0-18, n=79, y

grupo =19, n=73y (H) el test MPQ grupo 0-18, n=82, y grupo =19, n=47 . Los niveles séricos de
serotonina se representan como la media + SEM. Los valores de p fueron determinados mediante
prueba T de Student con varianzas distintas. Abreviaturas: ;M, Moderado; G, Grave; N, Normal; L, Leve.
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Posteriormente, se estudio la correlacion entre los niveles de 5-HT y los niveles de
DO de los ACS anti-5-HT (IgG) en suero, observandose que los niveles séricos de 5-
HT disminuyen al incrementarse las DO de los niveles de ACS anti-5-HT de manera

significativa ( p<0.22), con un coeficiente de Person p=-0.135 (figura 47).

306

Nivelesde5- 2% , o

HT (mg/dl) A
%8 O
0{90 o Ls] o0
[o]

106

Sqr lineal = 0,07
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o] 200 400 600 800

ACS anti-5 -HT IgG

Figura 47. Analisis de la correlaciéon entre los niveles séricos de 5-HT
(Mg/mL) y la presencia de ACS anti-5-HT (IgG) en pacientes de FM.
Correlacion entre los niveles séricos de 5-HT (ug/mL), y niveles de DO de ACS
anti-5-HT (IgG), (n=156); p=<0.22

Al estudiar la correlacion entre los niveles séricos de 5-HT vy los niveles de DO de

los ACS anti-5-HT (IgM) en suero, no se observo correlacion significativa ( p=0.920),

con un coeficiente de Person p=-0.006, (figura 48).
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Figura 48. Andlisis de la correlacion entre los niveles séricos de 5-HT
(Mg/mL) y la presencia de ACS anti-5HT (IgM) en pacientes de FM.
Caorrelacion entre los niveles séricos de 5-HT (ug/mL) y niveles de DO de ACS anti-
5-HT (IgM) ( n=156)

2.1.3. Determinacion de los ACS anti-gangliosidos y anti-sulfatidos.
Se estudio la presencia de ACS anti-ganglidsidos (GM1, GM2, GM3, GD1a, GD1b,
GD3, GT1la, GT1lb, GQ1b) y la presencia de ACS anti-Sulfatidos (IgG e IgM), en 151

pacientes con FM y en 152 controles, obteniéndose los siguientes resultados:

No se detecto la presencia de acs. Anti-gangliosidos 1gG en el grupo de pacientes

con FM, ni en el grupo control.

Por otro lado, se detecto la presencia de ACS. Anti-gangliésidos anti-GM2 (IgM)
en 2 (1%) de los pacientes con FM, mientras que no se detecto la presencia de los
mismos en el grupo control. El resto de acs anti-gangliésidos IgM fueron negativos

tanto en el grupo de pacientes como FM como en el grupo control (tabla 18).
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Tabla 18. Presencia de anticuerpos anti-gangliésidos (IgG e IgM) en suero
de pacientes con FM y controles sanos.

ACS ACS
(19G) (IgM)
Pacientes Pacientes
o Cf:(?nfrioli ) Con FM Control ConFM
N=152 N=151 N=152 N=151
o n%) n(%) n(%) n)
ACS anti- Negativo 152 (100) 151 (100) 152 (100) 149 (99)
Gangliosidos  Postivo  0(0) 0(0) 0(0) 2 (1)
. Negativo 152(100) 151(100) 151(99) 151 (100)
ACSanti-GML oogive  0(0) 0(0) 1(1) 0(0)
. Negativo 152(100) 151(100) 152(100) 149 (99)
ACS anti-GM2 - 5 oGive  0(0) 0(0) 0(0) 2 (1)
_ Negativo 152 (100) 151(100) 152(100) 151 (100)
ACSant-GM3 5 Give  0(0) 0(0) 0(0) 0(0)
_ Negativo 152 (100) 151(100) 150(99) 151 (100)
ACSanti-Gbla  ogive  0(0) 0(0) 2(1) 0(0)
. Negativo 152(100) 151(100) 152(100) 151 (100)
ACSanti-GDIb oo 0(0) 0(0) 0(0) 0(0)
. Negativo 152(100) 151(100) 152(100) 151 (100)
ACS anti-GTIb  podive  0(0) 0(0) 0(0) 0(0)
_ Negativo 152 (100) 151(100) 152(100) 151 (100)
ACSanti-GQIb  posive  0(0) 0(0) 0(0) 0(0)

Los valores de p fueron determinados mediante un test de Fisher bilateral. Abreviaturas: FM,
Fibromialgia; ACS, anticuerpos.Antigangliésidos: GM1, GM2, GM3, GD1a, GD1b, GD3, GTla,

GT1b, GO1b

Se detecté la presencia de ACS anti-sulfatidos en el suero del 3% de los

pacientes con FM, mientras que no se detectaaron en el grupo control (p=0,083),

(tabla 19).

Tabla 19.

Presencia de ACS anti-gangliosidos (IgG e

IgM) en suero de pacientes con FM y controles sanos.

Control Pacientes

ACS Con FM

N=152 N=151
n (%) n (%)

ACS anti- Negativo 152 (100) 146 (97)
Sulfatidos Postivo  0(0) 5(3)

Los valores de p fueron determinados mediante un test de Fisher

bilateral. Abreviaturas: FM, Fibromialgia; ACS, anticuerpos.
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No se observaron diferencias significativas en la presencia de ACS anti-
gangliésidos (IgG e IgM), al segregrar a los pacientes con FM en funcién de las
manifestaciones clinicas de la FM, valoradas mediantes los test: FIQ, CV, WPI, COS,
CGlI, HARS, HDRS y MPQ.

2.1.4. Determinacion de otros autoanticuerpos relacionados.

Ademas, también se estudi6 la presencia de otros ACS, mediante
Inmunofluorescencia Indirecta (IFI) sobre triple tejido de rata, como ACS anti-células
parietales, ACS anti-mitocondriales, ACS anti-musculo liso, ACS anti-reticulina y ACS
anti-LKM y los ACS anti-nucleares sobre células HEP-2. Los datos fueron extraidos
del informe emitido por la seccion de autoinmunidad del servicio de Inmunologia del
HCUVA. Estos ACS se estudiaron en 153 pacientes y 154 controles, obteniéndose

los siguientes resultados:

Se detectd una frecuencia aumentada de individuos con ACS anti-reticulina
positivos en el grupo de pacientes respecto al grupo control (6% vs 1%,
respectivamente), aunque dicho aumento no alcanzoé las significacion estadistica.
(tabla 20).

Para el resto de ACS estudiados, no se encontraron diferencias significativas

entre el grupo de pacientes y el grupo control (tabla 20).

Tabla 20: Presencia o ausencia de ACS en pacientes
con FM y controles sanos.

Control Pacientes
ACS ~ _ConFM |
N=153 N=154
n(%) n%) |
ACSAnti- C. Negativo 149 (97) 148 (96)
Parietales Positivo 4(3) 6 (4)
ACS Anti- Negativo 152 (99) 154 (100)
mitocondriales  Positivo 1(2) 0(0)
ACS Anti- Negativo 148 (98) 151 (98)
musculoliso Positivo 3(2 3(2
Acs anti- Negativo 144 (94) 147 (95)
nucleares Positivo 9(6) 7(5)
. Negativo 153 (100 154 (100
ACSAnti LKM SV 020) ) OEO) )
ACSAnti- Negativo 151 (99) 145 (94)
reticulina Positivo 2(2) 9 (6)

Los valores de p fueron determinados mediante un test de Fisher
bilateral. Abreviaturas: FM, Fibromialgia. ACS autoanticuerpos.
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No se observaron diferencias significativas en la presencia de estos ACS, al
segregar a los pacientes con FM en funcién de las manifestaciones clinicas de la
enfermedad, valoradas mediantes los test: FIQ, CV, WPI, COS, CGI, HARS, HDRS y
MPQ (Datos no mostrados).
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2.2. OBJETIVO 2. Determinacion de niveles séricos de citoquinas

pro- y anti-inflamatorias y polimorfimo de citoquinas.

2.2.1. Cuantificacion sérica de citoquinas pro- y anti-inflamatorias
por Luminex y ELISA.

Se estudiaron los niveles séricos de las siguientes citoquinas pro-inflamatorias y
anti-inflamatorias: I1L-1(, IL-4, IL-6, IL-8, IL-10, IL-17a, INF-y, TNF a y TGF-B. Los
resultados de este estudio mostraron unos niveles similares en el grupo de pacientes

con FM y el grupo control (figura 49)
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Figura 49. Niveles de citoquinas proinflamatorias y antiinflamatorias en el suero de
pacientes con FM tipo | y controles sanos. a) Niveles de citoquinas: IL-1B, IL-4, IL-6, IL-8, IL-10, IL-
17a, INF-y e TNF-a, expresados en pg/mL, b) Representacién de los niveles de TGF- 3 expresados en

pg/ml. Pacientes (n=156) y controles (n= 63). Los niveles se representan como la media + SEM. Los valores
de p fueron determinados mediante prueba T de Student.

2.2.2. Analisis de polimorfismos genotipicos de citoquinas pro-
inflamatorias y anti-inflamatorias.

Se analizé la frecuencia de los polimorfismos de los genes de las citoquinas pro-
inflamatorias, IL1[B (rs1143634 y rs16944), IL-6 (rs1800795), IL-8 (rs4073), IL-17A
(rs2275913), IFNy (rs2430561), TNFa (rs1800629) y de las citoquinas anti-
inflamatorias: IL-10 (rs 1800896, rs1800871 y rs1800872) y TGF(B1 (rs1800469 y

rs1800470), en el grupo de pacientes con FM y el grupo control. Los resultados de
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dicho analisis no revelaron diferencias significativas en la frecuencia de los distintos
SNPs de las citoquinas estudiadas entre el grupo de pacientes con FM y el grupo
control (tabla 21).

Tabla 21. Frecuencia genotipica de los SNPs y del VNTR de
los genes de las citoquinas estudiadas en pacientes con FM

Polimorfismos de Control Pacientes con FM
citogquinas N=152 ) N= 153
,,,,, n (%) n (%)
GG 58 (38) 58 (38)
rsl143634 GA 76 (50) 76 (50)
IL-1p AA 18 (12) 19 (12)
GG 12 (8) 18 (12)
rs16944 GA 73 (48) 79 (51)
_AA 67 (44) 56 (37)
cC 42 (28) 47 (31)
IL-6 rsl800795 CG 61 (40) 62 (40)
77777 GG 49 (32) 44 (29)
AA 32 (21) 33(22)
IL-8 rs4073 AT 81 (53) 69 (45)
_____ TT 39 (26) ) 51 (33)
AA 15 (10) 13(9)
IL-17a rs2275913  AG 69 (45) 72 (47)
_____ GG 68 (45) ) 67 (44)
AA 32 (21) 30 (20)
IFNy  rs2430561 AT 64 (42) 71 (46)
_____ TT 56 (37) ) 52 (34)
AA 1(1) 2(1)
TNF-a rs1800629 AG 31 (20) 37(24)
77777 GG 120 (79) 113 (34)
2R/2R 4(3) 2 (1)
IL-4  VNTR 3RZ2R 35 (23) 41 (28)
3R/3R 112 (74) 106 (71)
TT 57 (38) 65 (43)
rs1800896 TC 73 (48) 60 (39)
cC 22 (14) 27 (18)
AA 87 (57) 83 (54)
IL-10 rs1800871 AG 60 (40) 57 (37)
GG 5(3) 13 (9)
TT 5(3) 13 (9)
rs1800872 TC 61 (40) 57 (37)
cC 86 (57) 83 (54)
AA 51 (34) 52 (34)
rs1800470 AG 83 (54) 73 (48)
TGFp1 GG 18 (12) 28 (18)
AA 51 (34) 52 (34)
rslgoo469 AG 83 (54) 73 (48)
GG 18 (12) 28 (18)

Abreviaturas: FM, Fibromialgia. El valor de p fue determinado mediante el
test exacto de Fisher bilateral
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El estudio de la frecuencia de los SNPs de las citoquinas estudiadas dentro del
grupo de pacientes con FM segregados en funcion de las manifestaciones clinicas de
la enfermedad, evaluadas mediante los test: FIQ, CV WPI, COS ,GCI HARS, HDRS y

MPQ mostré los siguientes resultados:

Citoquinas pro-inflamatorias:

IL-1 3.
Se observd una frecuencia aumentada del genotipo heterocigoto GA del SNP

rs16944 del gen de la IL-1[3, en el grupo de pacientes con una manifestacion de la
enfermedad minima o moderada, segun el test FIQ, respecto al grupo de pacientes
con una manifestacion de la enfermedad grave o muy grave (82% vs 48% ; p=0.009 ;
pc= 0.027, OR=0.198, IC 95% (0.05-0.72)) por el contrario, el genotipo homocigoto
AA del SNP rs16944 del gen IL-1B3, se encontrO mas representado en el grupo de
pacientes con una manifestacion de la enfermedad grave o muy grave, segun test
FIQ, con respecto al grupo de pacientes con una manifestacion minima a moderada
de la enfermedad, (39% vs 6%; p=0.006, pc=0.018, OR= 10.462, IC 95% (1.346-
81.336)).

Asimismo, el genotipo homocigoto GG del SNP rs1143634 del gen de la IL-1[3,
presenta una frecuencia incrementada en el grupo de pacientes con una
manifestacion de la enfermedad normal, dudosa o leve, segun la escala CGl, respecto
al grupo de pacientes con una manifestacion de la enfermedad de moderada a grave
(42 % vs 31%), aunque esta diferencia no consiguid alcanzar la significacion
estadistica. Por el contrario se observo que la frecuencia del genotipo homocigoto AA
del SNP rs1143634, fue mayor en el grupo de pacientes con una manifestacion de la
enfermedad de moderada a grave, segun la escala CGIl, respecto al grupo de
pacientes con una manifestacion normal, dudosa o leve (22% vs 7%p=0,014;
pc=0.042 OR=3.805; I.C.95%= 1.4-10,6) (tabla 22).
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Tabla 22. Frecuencia genotipica de los SNPs del gen de la IL-13 en pacientes con FM segregados segun las
manifestaciones clinicas de la enfermedad.

Polimor fismos de Test FIQ Test CV Test WPI Test COS
L 0-50 >50 0-106 107-159 012 =13 047 >48
N=17 N=129 N=42 N=108 N=57 N=96 N=44 N=52
n)  n%)  n(%) n®)____ _ n%) n(%) n(%) ___ . n(%)
GG  7(4) 47 (36) 14(33) 44 (41) 18 (31) 40 (42) 19(43)  19(36)
rsl143634  GA  7(41) 64 (50) 22 (52) 52 (48) 32 (56) 44 (46) 22(50)  25(48)
AA  3(18)  18(14)  6(14) 12 (11) 7(12) 12 (12) 3(7) 8 (15)
GG  2(12) 16 (12) 4(9) 14 (13) 6 (10) 12 (12) 8 (18) 4(8)
GA  14(82) 62(48)%  24(57) 53 (49) 28 (49) 51 (53) 24(54) 28 (54)
r 16944 AA 1(6) 51 (39)° 14 (33) 41 (38) 23 (40) 33(34) 12(27)  20(39)
Polimor fismos de Test GCI Test HARS Test HDRS Test MPQ
L N/L M/G 0-24 >25 0-18 >9 018 >19
N=99 N=49 N=81 N=69 N=78 N=72 N=80 N=73
nee) ___n(%) ___ n(%) n(%) no6) ___n(%) ___n(%) n(%)
GG 42(42) 15 (31) 32 (39) 26 (38) 28 (36) 30 (42) 30 (37) 28 (38)
rsl143634  GA  50(50) 23 (47) 41 (51) 33 (48) 42 (54) 32 (44) 39 (49) 37 (51)
AA 7(7) 11 (22)° 8 (10) 10 (14) 8 (10) 10(14)  11(14) 8 (11)
GG  13(13) 5(10) 10 (12) 8 (12) 8 (10) 10 (14) 8 (10) 10 (14)
rs16944 GA  49(49) 27 (55) 43 (53) 35 (51) 42 (54) 36 (50) 41 (51) 38 (52)
AA  37(37) 17 (35) 28 (35) 26 (38) 28 (36) 26 (36) 31 (39) 25 (34)

& Test FIQ 0-50 vs. >50; (p=0.009, pc=0.018; OR=0.198; IC 95% (0.05-0.72); P Test FIQ 0-50 vs. >50; (p=0.006; pc=0.018;
OR=10.462; IC 95% (1.346-81.336);  Test GCI N/L vs. M/G (p=0.014; pc=0.042; OR=3.805; IC 95%=1.4-10.6). Los
valores de p fueron determinados mediante un test de Fisher bilateral. Abreviaturas: N/L, Normal/Leve; M/G,

Moderado/Grave.

IL-6.

El estudio del SNP rs1800795 del gen de la IL-6, reveld un incremento del
genotipo homocigoto GG en el grupo de pacientes con puntuacion inferior o igual a
13, segun el test WIP, respecto al grupo de pacientes con puntuacion mayor o igual a
13 (40% vs 22%, p=0.017, pc >0.05, OR=0.414, IC= (0.202-0.848). También mostro
un incremento del genotipo homocigoto GG en el grupo de pacientes sin ansiedad,
ansiedad leve, media-moderada, segun el test HARS, frente al grupo de pacientes
con ansiedad severa o grave, (37% vs 19, p=0.018, pc >0.05, OR=0.395, 1C=(0.186-
0.838). Ademas se observo un incremento de la frecuencia del genotipo homocigoto
CC en el grupo de pacientes con depresion severa 0 muy severa, segun test HDRS,
frente al grupo de pacientes sin depresion, depresion menor o moderada. (40% vs
22%, p=0.021, pc>0.05, OR=2.420, IC= (1.184-4.945), (tabla 23).
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Tabla 23. Frecuencia genotipica de los SNPs del gen de la IL-6 en pacientes con FM segregados segun las
manifestaciones clinicas de la enfermedad.

Bolimorfismos de Test FIQ Test CV Test WP Test COS
L e 0-50 >50 0106  107-159 012  >13  0-47 >48
N=17  N=129  N=42 N=108 N=57 N=96 N=44 N=52

o)  n®)  n®) _ n®)  n) _ ne) __ n%) _ n%)

CC 5(29) 42(33) 15(36)  31(29) 13(23)  34(35) 9(20)  15(29)

rsl800795 CG  8(47) 52(40) 13(31)  47(43)  21(37)  41(43) 14(32) 21 (40)

GG 4(24) 35(27) 14(33)  30(28)  23(40) 21(22)® 21(48)  16(31)

Polimorfismos de Test GCI Test HARS Test HDRS Test MPQ

L6 NL  M/G 024 5 018 =19 018 >19

N=99 N=49 N=81 N=69 N=78 N=72 N=80 N=73

ne6)  n%)  n®%) %) n®%)  n%)  n®%) %)

CC 30(30) 16(33) 22(27) 24(35)  17(22) 29(40)°  23(29) 24(3D)

rs1800795 CG  41(42) 19(39) 29(36)  32(46)  34(43)  27(38)  31(39) 31(42)

GG 28(28) 14(28) 30(37) 13(19° 27(35) 16(22) 26(32)  18(25)

 Test WPI 0-12 vs>12 (p=0.017, pc>0.05; OR=0.414, IC=(0.202-0.848); ° Test HARS, 0-24 vs. >25 (p=0.018, pc>0.05;
OR=0.395,IC=(0.186-0.838): © test HDRS, 0-18 vs =19 (p=0.021, pc>0.05; OR=2.420 , IC=(1.184-4.945). Los valores de p

fueron determinados mediante un test de Fisher bilateral. Abreviaturas: N/L, Normal/Leve; M/G, Moderado/Grave.

IL-8.

No se encontraron diferencias significativas en la distribucién de los genotipos de
los SNPs de los genes de las citoquinas IL-8, en los diferentes grupos de pacientes

con FM segregados en funcion de las caracteristicas clinicas de la FM (tabla 24).

Tabla 24. Frecuencia genotipica de los SNPs del gen de la IL-8 en pacientes con FM segregados segun
las manifestaciones clinicas de la enfermedad.

Polimor fismos de Test FIQ Test CV Test WP Test COS
v 050 >50  0-106  107-159 012 13 0-47 >48
N=17  N=129  N=42 N=108 N=57 N=96 N=44 N=52

no)  n%)  n)  n®%)  n%)  n%)  n%)  n%)

AA  5(29) 25(19) 10(24)  22(20)  14(25) 19 (20) 11(25)  10(20)

‘i3 AT 9(B3)  57(44)  22(52)  4AT(4d)  26(45)  43(4H) 18(41) 21 (40)

TT  3(18) 47(37) 10(24)  39(36)  17(30)  34(35) 15(34) 21 (40)

Bolimorfismos de Test GCI Test HARS Test HDRS Test MPQ

e NL MG 024 25 018 218 08 219
N=99 N=49 N=81 N=69 N=78 N=72 N=80 N=73

%)  n%)  n®%)  n)  n) %)  n)  n%)

AA T 24(24) 7(14)  21(26) 11(16)  18(23)  14(20)  19(24) 14(19)

rs184073 AT 42(43) 27(55) 36(44)  33(48)  35(45)  34(47)  35(44)  34(47)

TT 33(33) 15(31) 24(30) 25(36) 25(32) 24(33) 26(32) 25(34)

Los valores de p fueron determinados mediante un test de Fisher bilateral. Abreviaturas: N/L, Normal/Leve;

M/G, Moderado/Grave.
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IL-17a.

El estudio del SNP rs2275913 del gen de la IL-17a, mostrdé un incremento de la
frecuencia del genotipo homocigoto AA en el grupo de pacientes con ansiedad severa
0 grave, segun el test HARS, respecto al grupo de pacientes sin ansiedad o0 con
formas de ansiedad leve, media o0 moderada. (14 % vs 4, p=0.038, pc= >0.05,
OR=4.350, I.C.= (1.146-16.515), (tabla 25).

Tabla 25. Frecuencia genotipica de los SNPs del gen de la IL-17a en pacientes con FM segregados seg
las manifestaciones clinicas de la enfermedad.

Solimorfi Test FIQ Test CV Test WPl Test COS
OITIITONOS 080 >0 0106 107150 012 213 047 248
de IL-17a N=17 ~N=128 N=42  N=107 N=57  N=95  N=44  N=52

n®%)  n®%)  n®%)  n%) n(%) n%)  n%)  n(%)

AA  2(12) 11(9  3(7) 10 (9) 3(5) 10 (11) 2 (4) 3(6)
AG 8(47) 62(48) 23(55) 47(44) 29(51) 43(45)  24(55) 23(44)

(293 GG 7(41) 55(49 16(3) SO(47) 25(44)  42(4)  18(41)  26(50)
Polimorfi Test GCl Test HARS TestHDRS  TetMPQ
OIMOrTISMOS = M/G 024 225 018 219 0-18 19

de IL-17a N=908 N=49  N=80  N=69  N=77  N=72 N=80  N=72
n(%)  n(%) n®%)  n(%) n%)  n®%)  n%) n(%)

AA  T7(7) 6 (12) 3(4 1014 6(8 7 (10) 4 (5) 9(12)
rs2275913 AG 49(50) 21(43) 42(52) 28(41) 39(50) 31(43) 39(49) 33(46)
GG 42(43) 22(45) 35(44) 31(45) 32(42) 34(47) 37(46) 30(42)

®Test HARS 0.24 vs. 225; p=0.038, pc>0.05; OR=4.350,1.C.=(1.146-16.515). Los valores de p fueron determinados
mediante un test de Fisher bilateral. Abreviaturas: N/L, Normal/Leve; M/G, Moderado/Grave.

INF-y.

Al estudiar el SNP rs2430561 del gen del IFN-y, se observo un incremento de la
frecuencia del genotipo homocigoto AA en el grupo de pacientes con una
manifestacion de la enfermedad minima o moderada, segun el test FIQ, respecto al
grupo de pacientes con una manifestacion de la enfermedad grave o muy grave (41%
vs 15%, p=0.018, pc>0.05, OR= 0.262, IC 95% (0.089-0.770). Por el contrario, el
genotipo heterocigoto AT, se encontré6 mas representado en el grupo de pacientes
con manifestacion de la enfermedad grave o muy grave, segun test FIQ, con respecto

al grupo de pacientes con una manifestacion minima a moderada de la enfermedad,
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(50% vs 23% ; p=0.042, pc>0.05, OR= 3.301, IC 95% (1.022-10.663). Ademas, se
observd un incremento de la frecuencia del genotipo homocigoto TT en el grupo de
pacientes con puntuacion inferior o igual a 18, segun la puntuacion del test MPQ,
respecto al grupo de pacientes con puntuacién superior a 18. (42 % vs 26, p=0.041,
pc>0.05, OR=2.074), I.C. (1.050-4.096)), (tabla 26).

Tabla 26. Frecuencia genotipica de los SNPs del gen de la IFN-y en pacientes con FM segregados segu
las manifestaciones clinicas de la enfermedad.

Bolimorfismos de Test FIQ Test CV Test WP Test COS
IFNy _0-50 >50 0-106 107159 012 213 0-47 248
N=17  N=129  N=42 N=108 N=57 N=96 N=44 N=52

n(%) n%)  n%)  n®) n%)  n®%)  n®) n(%)

AA  7(41) 20(16°  8(19) 20(19)  14(25) 16 (17) 10(23) 9(17)
‘ososel AT 4249 65(50° 20(489  51(47)  22(38)  49(51) 22(50) 23 (44)
TT  6(35)  44(34) 14(33)  37(34)  21(37) 31(32) 12(27)  20(39)

Test GCI Test HARS Test HDRS Test MPQ

Polimoriismosde N M/G 024 205 018 219 018 219
Y N=09  N=49  N=81  N=69  N=78  N=72  N=80  N=73
n%)  n(%) n)  n®%)  n®%)  n%)  n®%) n(%)

AA 22(22)  8(16) 14 (17) 16(23)  18(24) 12 (17) 16(20) 14 (19)
rs2430561 AT  42(43) 27(55)  36(45) 33 (48) 30 (39) 39 (54) 43(54)  28(38)
TT 35(35) 14(29)  31(38) 20 (29) 30 (38) 21 (29) 21(26)  31(43)°

2 Test FIQ 0-50 vs >50 p=0.018, pc>0.05; OR=0.262 ,IC=(0.089-0.770), ° Test FIQ 0-50 vs >50 ; p=0.042,
pc>0.05; OR=3.301 ,IC=(1.022-10.663). © Test MPQ 0-18 vs >=19; p=0.041, pc>0.05; OR=2.074 ,IC=(1.050-
4.096). Los valores de p fueron determinados mediante un test de Fisher bilateral. Abreviaturas: N/L,
Normal/Leve; M/G, Moderado/Grave.

TNF-a.

El estudio del SNPs rs1800470 del gen del TNF-a, mostré un incremento de la
frecuencia del genotipo heterocigoto AG en el grupo de pacientes con puntuacién
inferior o igual a 13, segun el test WIP, respecto al grupo de pacientes con puntuacion
mayor o igual a 13 (35% vs 18%; p=0.020, pc>0.5, OR=0.403, 1C=(0.189-0.858),
(tabla 27).
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Tabla 27. Frecuencia genotipica de los SNPs del gen de la TNF-a en pacientes con FM segregados segl
las manifestaciones clinicas de la enfermedad.

Polimor fismos de Test FIQ Test CV Test WPI Test COS
TNEa e 10-50 >50 0106 107159  0-12 =213 047 >48
N=17  N=128  N=42 N=107 N=57 N=95 N=44  N=52
no)  n®%)  n)  n®%)  n®%)  n%)  n®%)  n%)
AA  0(0) 2(2) 0(0) 2(2) 0(0) 2(2) 1(2) 0(0)

‘alg00s9 AG 74D 28(22)  14(33)  23(2)  20(3)  17(18°  12(27)  14(27)
GG 10(59) 98(76) 28(67)  82(77)  37(65)  76(80)  31(71)  38(73)

Test GCI Test HARS Test HDRS Test MPQ

Polimoriismosde. N MIG 024 25 048 219 018 19
N=98 N=49 N=80 N=69 N=77 N=72 N=80 N=72

N n%) _ nC6) ___n() ___n) __ n@%) ___n®%) __ n)

AA T 2(2) 0(0) 1(1) 1(1) 1(1) 1(2) 1(1) 1(1)

rsl800629 AG 25(26) 10(20) 22(28)  13(19)  19(25)  16(22)  17(21)  20(28)
GG 71(72) 39(80) 57(71) 55(80) 57(74)  55(76)  62(78)  51(71)

% Test WPI 0-12 vs 213; p=0.020, pc>0.05; OR=0.403, IC=(0.189-0.858). Los valores de p fueron determinados
mediante un test de Fisher bilateral. Abreviaturas: N/L, Normal/Leve; M/G, Moderado/Grave.

Citoquinas anti-inflamatorias:

IL-4.

El estudio de polimorfismos del gen de la IL-4 mostr6 una frecuencia aumentada
del genotipo heterocigoto 3R/2R del SNP VNTR, en el grupo de pacientes con una
manifestacion leve segun el test de Calidad de Vida, respecto al grupo de pacientes
con una manifestacion moderada a grave (45 % vs 22%; p=0.007, pc=0.021,
OR=0.339; IC 95%=0.156-0.735). Ademas, este estudid revel6 una frecuencia
aumentada del genotipo homocigoto 3R/3R del SNP VNTR del gen de la IL-4, en el
grupo de pacientes con una manifestacion moderada a grave segun el test de Calidad
de vida, respecto al grupo de pacientes con una manifestacion leve (77 % vs 52%;
p=0.005; pc=0.015, OR=3.091; IC 95%=1.432-6.673), (tabla 28).
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Tabla 28. Frecuencia genotipica de los SNPs del gen de la IL-4 en pacientes con FM segregados segun las

manifestaciones clinicas de la enfermedad.

Polimor fismos de Test FIQ Test CV Test WPI Test COS
L 050 >50 0106  107-159  0-12 >13 0-47 248
N=16 N=126 N=40 N=106 N=55 N=94 N=43 N=51
n(%) n(%) n(%) n(%) n(%) n(%) n(%) n(%)
2R/2R 0 (0) 2(2) 1(2) 1(2) 1(2 1(1 0(0) 1(2)
VNTR  3R/2R 5(31) 33 (26) 18 (45) 23 (22)? 17 (31) 24 (26) 13(30) 12(24)
3R/3R  11(69) 91(72) 21 (53) 82 (77)° 37 (67) 69 (73) 30(70) 38(74)
Polimor fismos Test GCI Test HARS Test HDRS Test MPQ
de IL-4 N/L M/G 0-24 225 0-18 219 0-18 =219
N=96 N=48 N=79 N=67 N=76 N=70 N=79 N=70
_n@)_ . n%) __n®) n(%) n(%) n(%) n(%) n(%)
2R/2R 1(1) 1(2 1(1) 1(2) 1(1) 1(1) 2(3) 0(0)
VNTR  3R/2R  29(30) 9(19) 26 (33) 13 (19) 24 (32) 15 (22) 23(29) 18(26)
3R/3R 66 (69) 38 (79) 52 (66) 53 (79) 51 (67) 54 (77) 54 (68) 52 (74)

®Test CV 0-106 vs. 107-159 (p=0.007; pc=0.021, OR=0.339; IC 95%=0.156-0.735); °, Test CV 0-106 vs. 107-159 (p=0.005;
pc= 0.015; OR=3.091; IC 95% (1.432-6.673). Los valores de p fueron determinados mediante un test de Fisher bilateral.
Abreviaturas: N/L, Normal/Leve; M/G, Moderado/Grave.

IL-10.

No se encontraron diferencias significativas en la distribucion de los genotipos de

los SNPs de los genes de las citoquinas IL-10, en los diferentes grupos de pacientes

con FM segregados en funcion de las caracteristicas clinicas de la FM (tablas 29).
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Tabla 29. Frecuencia genotipica de los SNPs del gen de la IL- 10 en pacientes con FM segregados
segun las manifestaciones clinicas de la enfermedad.

L Test FIQ Test CV Test WPI Test COS
Polimorfismos - g.50 50 0106 107159 012 213 0-47 248
dellL-10 N=17 N=129 N=42  N=108  N=57  N=95  N=44  N=52
n®)  n®%)  n®%)  n®%) %)  n®)  n)  n)
TT 8(47) 54(42) 20(48) 44(41) 20(35) 45(47) 20(46) 20(39)
(51800896 TC 4(24) 54(42) 15(36) 44(41) 24(42) 36(38) 16(36) 21(40)
CC 5(9) 20(16) 7(1§) 19018 13(29 14(15 818 11(2)
AA 13(76) 67(52) 22(52) 60(56) 31(55) 52(55) 20(46) 28(54)
rs1800871 AG 3(18) 50(39) 17(41) 39(36) 23(40) 34(35) 23(52) 20(38)
GG 1(6 129 3( 9  3(5 1000 1  4()
TT 106 129  3(7) 9(8) 359  10(10) 1(2 48
qsosr, TC 3(18 5039 17(4)  39(36) 23(40 34(3) 28(5) 20(39Y)
CC 13(76) 67(52) 22(52) 60(56) 31(55) 52(55) 20(46) 28(54)
o Test GCI Test HARS Test HDRS Test MPQ
Polimorfismos - wu —  m/c 024 =5 018 x19 018 >19
delL-10 N=99 N=49 ~ N=81 N=69 N=78 N=72 N=80  N=73
n%)  n()  nC)  n@)  n@)  n@)  n@)  n%)
TT 45(46) 17(35) 37(46) 26(38) 37(48) 26(36) 40(50) 25(35)
rs1800896 TC 38(39) 21(43) 31(39) 28(40) 29(38) 30(42) 28(35) 32(44)
CC 15(15 11(22) 12(15 15(22 11(14) 16(22) 12(15) 15(21)
AA 52(53) 28(57) 42(52) 40(58) 40(51) 42(58) 40(50) 43(59)
rs1800871 AG 40(40) 16(33) 33(41) 23(33) 32(41) 24(33) 32(40) 25(34)
GG _7(n._ 510 6D 60 6@ 70 810  5()
T 7(7)  5(10)  6(7) 6(9) 6(8) 7(8 8(10)  5(7)
rs1800872 TC 40(40) 16(33) 33(41) 23(33) 32(4l) 24(33) 32(40) 25(34)
CC 52(53) 28(57) 42(52) 40(58) 40(51) 42(58) 40(50) 43 (59)

Los valores de p fueron determinados mediante un test de Fisher bilateral. Abreviaturas: N/L, Normal/Leve;

Moderado/Grave.

TGF-B.

El estudio del SNPs rs1800470 del gen del TGFB, mostrdé un incremento de la

frecuencia del genotipo homocigoto AA en el grupo de pacientes con afectacion leve

en la calidad de vida, segun test calidad de vida, con respecto al grupo de pacientes
con afectacion moderada a grave (50 % vs 29%; p=0.021, pc>0.05, OR=0.430, I.C.=

(0.193-0.839).

Por el contrario se observdé un incremento de la frecuencia del

genotipo homocigoto GG en el grupo de pacientes con afectacion moderada a grave

en la calidad de vida, segun test calidad de vida, con respecto al grupo de pacientes
con afectacion leve (21% vs 9%; p=0.021, pc>0.05, OR=2.484, 1.C.=(1.191-5.178).
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En lo que respecta al estudio del SNPs rs1800469 del gen del TGF[3, se observo
un incremento de la frecuencia del genotipo homocigoto GG en el grupo de pacientes
con afectacion leve en la calidad de vida, segun test calidad de vida, con respecto al
grupo de pacientes con afectacion moderada a grave (59% vs 36%; p=0.011,
pc=0.033, OR=2.602, IC=(1.253-5.402). Ademas, se observd un incremento de la
frecuencia del genotipo heterocigoto AG en el grupo de pacientes con ansiedad
severa 0 grave, segun test HARS, respecto al grupo de pacientes sin ansiedad o con
ansiedad leve, media o moderada (59 % vs 37%; p=0.009, pc=0.027, OR=2.489,
IC=(1.288-4.811). Contrariamente se observo un incremento de la frecuencia del
genotipo homocigoto GG en el grupo de pacientes sin ansiedad o con ansiedad leve,
media o moderada, segun test HARS, respecto al grupo de pacientes con ansiedad
severa o grave (51% vs 32%; p=0.031, pc>0.5, OR=0.457, IC=(0.234-0.89)) (tabla
30).

Tabla 30. Frecuencia genotipica de los SNPs del gen de la TGF-B en pacientes con FM segregados segln
las manifestaciones clinicas de la enfermedad.

Bolimor flamasde Test FIQ Test CV Test WPI Test COS
TGF-B _0-50 >50 0106 107-159 012 213 0-47 248

N=17  N=129  N=42 N=108 N=57 N=96 N=44 N=52

n(%) n%) n®)_ . n®) _ n®%) n(%) . n(%) n(%)

AA  4(23) 43(33) 21(50)  31(29°  19(3)3) 33 (34) 18(41)  18(35)
rsl800470 AG 11(65) 60(47) 17(41)  54(50)  26(46) 47 (49) 19(43)  22(42)
GG 2(12)  26(20) 4(9) 23(21)°  12(21) 16 (17) 7(16)  12(293)
AA 00 16(12) 2 (5) 13 (12) 7 (12) 9(9) 4(9) 7 (14)
AG 11(65) 60(47) 15(36)  56(52)  26(46)  47(49) 16(36) 24 (46)

rsl800469 o5 6(35)  53(4l)  25(59)  39(36)°  24(42)  40(42)  24(55) 21 (40)
Polimorfismos de Test GCI Test HARS Test HDRS Test MPQ
! TG'F_B NL MG 024 5 018 19 018 >19
N=99  N=49  N=8l N=69 N=78 N=72 N=80  N=73
n%)  n(%) n®) n®%)  n%)  n®%)  n%) n(%)

AA  34(34) 16(33) 33(41)  18(26)  24(31)  27(37)  29(36) 23(32)
rsl800470 AG  48(49) 22(45) 34(42)  37(54)  38(49)  33(46)  40(50) 33 (45)
GG 17(17) 11(22) 14(17) 14(200 16(20)  12(17)  11(14) 17(23)
AA  12(12) 4(8) 10 (12) 6(9) 11 (14) 5(7) 6 (7) 10 (14)
AG 43(43) 27(55) 30(37) 41(59)°  35(45)  36(50)  39(49) 34 (46)

rS1800469 GG aa(as)  18(37) 41(51)  22(32°  32(41)  31(43)  35(84)  29(40)

2 Test CV 0-106 vs. 107-159, p=0.021, pc>0.05; OR=0.403, IC=(0.193-0.839); ° Test CV 0-106 vs. 107-159; p=0.021,
pc>0.05; OR=2.484, |.C.=(1.191-5.178); ® Test CV 0-106 vs. 107-159; p=0.011, pc=0.033; OR=0.384, IC=(0.185-0.798), °
Test HARS 0.-24 vs. 225; p=0.009, pc=0.027; OR=2.489 ,IC=(1.288-4.811); ® Test HARS 0.-24 vs. >25; (p=0.031, pc>0.05;
OR=0.457,1C=(0.234-0.89). Los valores de p fueron determinados mediante un test de Fisher bilateral. Abreviaturas: N/L,
Normal/Leve; M/G, Moderado/Grave.
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2.3. OBJETIVO 3: Determinacion de polimorfismos HLA/KIR.

2.3.1. Polimorfismo de los genes HLA en pacientes con Fibromialgia.

El estudio genético del polimorfismo de los genes HLA se realizé en un total de 148
pacientes con diagnéstico de FM y 147 controles compatibles en edad y sexo y
procedentes de la misma area geografica.

Los alelos del locus HLA-A mas representados en el grupo de controles sanosy en
el grupo de pacientes fueron el A*02 (42% y 37%, respectivamente) , A*01 (24% y 20
%, respectivamente), A*03 (18 % y 16%, respectivamente), y A*24 (15% y 18%,
respectivamente), mientras que los alelos A*34 (1% y 0%, respectivamente), A*69
(0% y 1%, respectivamente) y A*80 (0% y 1%, respectivamente), fueron los menos
representados, (tabla 31). Para el locus HLA-B los alelos méas frecuentes fueron el
B*44 (25% y 25%, respectivamente) , B*07 (17% y 18%, respectivamente), B*18 (18%
y 13%, respectivamente), B*35 (14% y 14%, respectivamente) y B*51(14% y 12%,
respectivamente), y los menos frecuentes fueron el B*47 (1% y 1%, respectivamente),
el B*67 (0% y 1%, respectivamente) y el B*73 (0% y 1%, respectivamente) , (tabla
32). Para el locus HLA-C los alelos mas representados en el grupo de controles
sanos y pacientes fueron el HLA-C*07 (42% y 47%, respectivamente), HLA-C*04
(19% y 20%, respectivamente), y el HLA-C*12 (16 % y 21%, respectivamente) vy los
menos representados fueron el C*14 (3% y 2%, respectivamente) y el C*16:02 (3% y
2%, respectivamente), (tabla 33). Finalmente, para el locus HLA-DR, los alelos
DRB1*13 (27 % y 30%, respectivamente), DRB1*15 (20% y 28%, respectivamente)
fueron los mas representados, mientras que el DRB1*09 (2% y 1%, respectivamente)
y el DRB1*10 (2% y 1%, respectivamente) fueron los menos representados en el
grupo control y en el grupo de pacientes con FM (tabla 34).

Por otra parte, el andlisis de la frecuencia de los alelos del locus HLA-A (Tabla 31),
HLA-B (Tabla 32) y HLA-C (Tabla 33), no mostré diferencias significativas entre el
grupo de pacientes y el grupo control. Sin embargo, se observé que el alelo HLA-
DR*04 (Tabla 34) estaba significativamente menos representado en el grupo de
pacientes que en el grupo control (14% vs 30%; p=0.001, pc=0.048).
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Tabla 31. Frecuencia de los alelos del gen HLA-A en

pacientes con FM. y controles.

HLA-A

A*01
A*02
A*03
A*11
A*23
A*24
A*25
A*26
A*29
A*30
A*31
A*32
A*33
A*34
A*66
A*68
A*69
A*80

Controles Pacientes con FM
N=147 N=148
n (%) n (%)
36 (24) 30(20)
61 (42) 54 (37)
26 (18) 24 (16)
13(9) 18 (12)
7(5) 10 (7)
22(15) 27(18)
7(5) 5(3)
16 (11) 10(7)
20 (14) 23 (16)
20 (14) 17 (12)
7(5) 7 (5)
7(5) 17 (12)
12(8) 11(7)
2(1) 0(0)
3(2) 4(3)
18(12) 13 (9)
0(0) 1(2)
0(0) 1(2)

Los valores de p fueron determinados mediante un test de Fisher
bilateral. No se han encontrado diferencias significativas entre los
distintos grupos. Abreviaturas; FM, Fibromialgia
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Tabla 32. Frecuencia de los alelos del gen HLA-B en
pacientes con FM y controles.

HLA-B

B*07
B*08
B*13
B*14
B*15
B*18
B*27
B*35
B*37
B*38
B*39
B*40
B*41
B*42
B*44
B*45
B*47
B*49
B*50
B*51
B*52
B*53
B*55
B*56
B*57
B*58
B*67
B*73

Controles Pacientes con FM
N=148 N=147
n(%) n(%)
25 (17) 27(18)
17 (12) 20 (14)
2(1) 43
18(12) 23 (16)
19 (13) 16 (11)
27 (18) 19 (13)
7(5) 10 (7)
20 (14) 21 (14)
1(1) 4(3)
12 (8) 9 (6)
3(2) 3(2)
11(7) 10 (7)
6 (4) 6 (4)
1(1) 0(0)
37 (25) 36 (25)
9(6) 4(3)
1(1) 1 (1)
16 (11) 18 (12)
6 (4) 4(3)
20 (14) 17 (12)
5(3) 10 (7)
5(3) 6 (4)
6 (4) 3(2)
2(1) 1 (1)
5(3) 7 (5)
3(2) 5(3)
0(0) 1(1)
0(0) 1(1)

Los valores de p fueron determinados mediante un test de Fisher
bilateral. No se han encontrado diferencias significativas entre los
distintos arupos. Abreviaturas: FM. Fibromialaia
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Tabla 33. Frecuencia de los alelos del gen HLA-C en
pacientes con FM y controles.

Controles Pacientes con FM
HLA-C N=150 N=154
n(%o) n(%)
c*01 6 (4) 10(7)
C*02 12 (8) 17 (11)
C*03 28 (19) 17 (11)
C*04 28 (19) 31 (20)
C*05 29 (19) 19 (12)
C*06 21 (14) 21 (14)
c*07 63 (42) 73 (47)
C*08 20 (13) 24 (16)
C*12 24 (16) 32 (21)
C*14 5(3) 3(2)
C*15 8(5) 16 (10)
C*16:01 21 (14) 21 (14)
C*16:02 5(3) 3(2)
C*17 6 (4) 6 (4)

Los valores de p fueron determinados mediante un test de
Fisher bilateral. No se han encontrado diferencias significativas
entre los distintos grupos. Abreviaturas; FM. Fibromialgia

Tabla 34. Frecuencia de los alelos del gen HLA-A en
pacientes con FM y controles.

HLA Controles Pacientes con FM
DRB1 N=153 N=153
n(%) n(%)
DRB1*01 37 (24) 40(26)
DRB1*03 38 (25) 41 (27)
DRB1*04 46 (30)° 21 (14)
DRB1*07 39 (26) 40(26)
DRB1*08 8(5) 10 (7)
DRB1*09 3(2) 1(1)
DRB1*10 3(2) 2(1)
DRB1*11 29 (19) 29 (19)
DRB1*12 7(5) 1(1)
DRB1*13 41 (27) 46 (30)
DRB1*14 11 (7) 6 (4)
DRB1*15 30 (20) 42 (28)
DRB1*16 3(2) 6 (4)

& Pacientes FM vs Controles (p=0.001; pc=0.048, OR=0.370; IC
95%=0.208-0.658). Los valores de p fueron determinados
mediante un test de Fisher bilateral. Abreviaturas: FM,

Fibromialgia
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Posteriormente, se realiz6 un estudio para comparar la frecuencia de los distintos
alelos de los locus HLA-A, -B ,-C y -DR, segregando a los pacientes con FM en
distintos grupos en funcién de las manifestaciones clinicas de la enfermedad,
evaluadas mediante los test FIQ, CALIDAD DE VIDA, WPI, COS, GCI, HARS, HDRS
y MPQ.

Los resultados de este estudio mostraron una frecuencia incrementada de los
alelos HLA A*25 y HLA-A*30 en el grupo de pacientes con una manifestacion de la
enfermedad minima o moderada, segun el test FIQ, respecto al grupo de pacientes
con una manifestacion de la enfermedad grave o muy grave (19% vs 1%; p=0.005,
pc>0.05, OR= 0.035, IC 95% (0.003-0.361, y 31 % vs 10%; p=0.027; pc>0.05, OR=
0.234, IC 95% (0.069-0.786), respectivamente ), (tabla 35a).

Ademas, el estudio reveld un incremento de la frecuencia de los alelos HLA A*23 y
HLA A*33 en el grupo de pacientes sin depresion, depresion menor o moderada,
segun test HDRS, frente al grupo de pacientes con depresion severa 0 muy severa,
(12 % vs 1%; p=0.020; pc>0.05 , OR= 0.113, IC 95% (0.014-0.915), y 12 % vs 1%;
p=0.020, pc>0.05, OR=10.113, IC 95% (0.014-0.915), respectivamente), (tabla 35b).
No se encontraron diferencias significativas en la distribucion de la frecuencia de los
alelos del locus HLA-A en pacientes con FM segregados segun los test CV WPI,
COS, GCI, HARS y MPQ (tablas 35a y 35b).
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a)

b)

Tabla 35. Frecuencia de los alelos del gen HLA-A,
segregados en funcién de las manifestaciones clinicas de la FM segun los
distintos test estudiados.

en pacientes con FM

Test FIQ Test C. VIDA Test WPI Test COS
HLAA 050 >50 0-106 107-159 0-12 >13 047 248
N=16 N=125 N=40 N=104 N=53 N=95 N=43 N=52
n®) n®) n%) n®%) n®) n®%) n(%) n(%) |
A*01  3(19) 29(23) 9(22) 27(26) 13(24) 23(24) 13(30) 14(27)
A*02  3(19) 49(39) 12(30) 41(39) 22(41) 32(34) 14(33) 22(42)
A*03  3(19) 20(16) 8(20) 15(14) 6(11) 18(19) 5(12) 11(21)
A*11  3(19) 14(11) 5(12) 13(12) 8(15 10(10) 6(14) 6(11)
A*23 000 97 3 7(7 3(6) 7(7 6(14) 1(2
A*24  5(31) 22(17) 7(17) 19(18) 7(13) 20(21) 7(16) 11(21)
A*25  3(19) 1(1)* 5(12 0(0) 3(6) 2(2 49 0(0)
A*26 16 86 37 7(7 6(11) 44 12 4(2
A*29  1(6) 22(18) 3(7) 19(18) 8(15 15(16) 5(12) 9(17)
A*30 5(31) 12(10°® 7(17) 9(9 7(13) 10(10) 3(7) 5(10)
A*31 16 6(5) 255 5(5 1(2) 6(6) 12 3(8
A*32  1(6) 16(13) 3(7) 13(12 5(9) 12(13) 8(19) 5(10)
A*33  2(12) §(6) 3(7) 8(8) 6(11) 5(B) 37 3(6)
A*34 2(12) 0 2(5 0(0) 2(4) 00 2() 0(0)
A*66  0(0) 312 00 44 1(2) 33) 12 1(2
A*68  0(0) 13(10)0 2(5) 11(100 6(11) 7(7 4(9 3(6)
A*69  0(0) 1(1) 0(0) 1(2) 0(0) 11) 12 0(0)
A*80 16 0(0) 1(2  0(0 1(2) 0000 12 0(0)
Test GCI Test HARS Test HDRS Test MPQ
HLAA NL M/G 024 =>25 018 =19 018 =19 |
N=97 N=46 N=79 N=67 N=77 N=68 N=78 N=70
n%) n%) n%) n®%) n®) n®%) n%) n®%)
A*01  21(22) 13(28) 22(28) 12(18) 19(25) 15(22) 22(28) 14(20)
A*02  34(35) 19(41) 24(30) 30(45) 26(34) 28(41) 26(33) 28(40)
A*03 16(16) 8(17) 14(18) 11(16) 9(12) 15(22) 13(17) 11(16)
A*11 8(8) 9(200 8(10) 9(13) 8(10) 9(13) 13(17) 5(7)
A*23 9(9) 1@ 709 3@ 9(12° 1) 7(9 3(4)
A*24  22(23) 5(11) 16(20) 11(16) 15(19) 12(18) 13(17) 14(20)
A*25 5(5 00 4(5) 1) 5@ 00 4(5 1(1)
A*26 9(9) 11 506 5(7) 6(8 4(6) 6(8 4(6)
A*29  12(12) 9(20) 10(13) 11(16) 10(13) 11(16) 11(14) 12(17)
A*30 12(12) 4(9) 11(14) 7(10) 10(13) 7(10) 11(14) 6(9
A*31 4(4 3(06) 34 46 21 507 405 3(4)
A*32  12(12) 4(9) 10(13) 7(10) 9(12) 8(12) 5(6) 12(17)
A*33 8(8 204 506 5@ 9012 1@ 709 4 (6)
A*34 220 00 23 00 23 000 23 0(0)
A*66 3 1@ 34 11 11 3% 1(1 3(4)
A*68 7(7) 6(13) 7(9 6(9 6(8 7(10) 4(5 9(13)
A*69 00 1@ 00 11 o0 11 0(0 1(1)
A*80 11 00O 1(1) 0O 1@ 0O 1(1 0(0)

a) test FIQ >50 vs. 0-50, (p=0.005, pc>0.05, OR=0.035, IC 95%=0.03-0.361); ° test FIQ >50 vs. 0-
50, (p=0.027, pc>0.05, OR=0.237; IC 95% 0.069-0.786). b) © test HDRS 0-18 vs. 218, (p=0.020,
pc>0.05, OR=0.113, IC 95% 0.14-0.915),  test HDRS 0-18 vs. =18, (p=0.020, OR=0.113, IC 95%
0.14-0.915). Los valores de p fueron determinados mediante un test de Fisher bilateral.
Abreviaturas: N/L, Normal/Leve; M/G, Moderado/Grave.
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Los resultados del analisis de la frecuencia de los alelos del locus HLA-B revelaron
una frecuencia aumentada del alelo HLA B*18 en el grupo de pacientes con una
manifestacion de la enfermedad minima o moderada, segun el test FIQ, respecto al
grupo de pacientes con una manifestacion de la enfermedad grave o muy grave (31%
vs 10%, p=0.035, pc>0.05, OR=0.258, IC= (0.077-0.858).

Por otra parte, al analizar la frecuencia de los alelos del locus HLA-B entre los
diferentes grupos de pacientes segregados atendiendo al test Calidad de Vida, se
observé que la frecuencia del alelo B*44 era significativamente mayor en el grupo de
pacientes con una afectacion de moderada a grave en la calidad de vida con
respecto al grupo de pacientes con afectacion leve (30 % vs 10%; p=0.016, pc>0.05,
OR= 3.822, IC 95%-= (1.253-11.657).

También se observé un incremento de la frecuencia del alelo B*38 en el grupo de
pacientes con una puntuacion inferior o igual a 12, segun la puntuacion del test WPI,
respecto al grupo de pacientes con puntuacion igual o superior a 13 (9% vs 0 %;
p=0.027, pc>0.05, OR= 0.623, IC 95% (0.547-0.710).

Al segregar los pacientes atendiendo al test COS se observé que el alelo B*18
estaba mas representado en el grupo de pacientes con buena calidad de suefio,
respecto al grupo de pacientes con mala calidad del suefio, (19% vs 4 %; p=0.039,
pc>0.05, OR= 0.173, IC 95% (0.035-0.868). Al agrupar a los pacientes en funcién del
test HARS, se observo que las frecuencias de los alelos B*8 y B*15 era mayor en el
grupo de pacientes sin ansiedad, ansiedad leve, media o moderada, respecto al grupo
de pacientes con ansiedad severa 6 grave (19 % vs 6%; p=0.027, pc>0.05, OR=
0.280, IC= (0.088-0.890y (16 % vs 5% ; p=0.032, pc>0.05, OR= 0.246, IC 95%
(0.067-0.904), respectivamente) .

Al agrupar a los pacientes en funcion del test HDRS, se observé que la frecuencia
del alelo B*27 era significativamente mayor en el grupo de pacientes con depresion
severa 0 muy severa, respecto al grupo de pacientes sin depresiébn o con una
depresion menor o moderada (12% vs 3%; p=0.046, pc>0.05, OR= 5.017, IC 95%
(1.026-24.523).

Ademas, se observo un incremento de la frecuencia del alelo B*18, en el grupo de
pacientes con una puntuacién inferior o igual a 18, segun la puntuacion del test MPQ,
respecto al grupo de pacientes con puntuacion superior a 18 (19 % vs 6%; p=0.026,
pc>0.05, OR= 0,275; IC 95% = (0.087-0.074) (Tabla 36). Todas estas diferencias no

resultaron significativas al corregir por el numero de alelos testados.
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Tabla 36. Frecuencia de los alelos del gen HLA-B, en pacientes con FM segregados en funcion de las manifestaciones clinicas de la FM.

Test FIQ Test CV Test WPI Test COS Test GCI Test HARS Test HDRS Test MPQ
0-50 >50 0-106 107-159  0-12 =13 0-47 =438 N/L M/G 0-24 =225 0-18 =19 0-18 =19
HLA-B N=16 N=124 N=40 N=104 N=52 N=95 N=42 N=51 N=95 N=45 N=79 N=65 N=76 N=67 N=80 N=67
n(%) n(%) n(%) n(%) n(%) n(%) n(%) n(%) n(%) n(%) n(%) n(%) n(%) n(%) n(%) n(%)
B*07 2(12) 23(18) 10(25) 17(17) 9(17) 18(19)0 6(14) 9(18) 20(21) 6(13) 16(200 11(17) 12(16) 15(22) 14 (17) 13(19)
B*08 3(190 16(13) 7(17) 13(12 9(17) 11(12) 8(19) 6(120 1415 49 15(19) 4(6)° 13(17) 5(7) 11 (14) 9(13)
B*13 2(12 2(2 0(0 4(4) 1 3@ 29 00 39 1@ 11 3G 38 1(D) 1(D) 3(4)
B*14 3(19 18(14) 4(10) 19(18 9(17) 14(15 49 10(200 13(14 8(17) 10(13) 12(18) 12(16) 10(15) 14 (17) 9(13)
B*15 1(6) 15(12) 5(12) 10(10) 5(10) 11(12) 5(12) 8(16) 11(12) 5(11) 13(16) 3(5) 8 (10) 8(12) 9(11) 7 (10)
B*18 5(31) 13(10* 8(20) 11(11) 6(11) 13(14) 8(19) 24" 14(15 5(11) 10(13) 10(15) 12(16) 7 (10 15 (19) 4 (6)"
B*27 0(0) 9(7) 2(5) 8(8) 3(6) 7(7) 2(5 6(12) 5(5) 4(9 4(5) 6(9) 2(3) 8(12)° 34 7 (10)
B*35 4(25) 17(14) 5120 15(15 10(19) 11(120 2(5 9(18) 11(12) 9(200 10(13) 10(15 9(12 11 (16) 15 (19) 6(9)
B*37 00 2@ 1 3(3) 0 44 1@ 1@ 2@ 249 20 23 39 1(D) 3(4) 1(1)
B*38 16 86  3(1 6(6) 000 9(9° 512 12 6(6) 24 4B 46 49 4(6) 6 (7) 3(4)
B*39 16 20 009 2(2) 1 2 00O 24 3 00 2@ 1@ 20 1(D) 1(1) 2(3
B*40 16 9(m 3(0 7(7) 2(4) 8(@® 25 4(® 50 5011y 409 69 405 6(9) 6(7) 4(6)
B*41 2(12) 4(3) 4 (10) 2(2 3(6) 3(3) 2(5) 4(8) 5(5) 1(2) 4 (5) 2(3) 34 34 5(6) 1(1)
B*42 2(1) 0(0) 2(1) 0(0) 2(1) 0(0) 2(1) 0(0) 2(2 0(0) 2(2 0(0) 2(3) 0(0) 2(1) 0(0)
B*44 2(12) 33(27) 4(10) 31(30)° 13(25) 23(24) 8(19 13(25) 20(21) 13(28) 17(21) 17(26) 17(22) 17(25) 17 (21) 19 (28)
B*45 00 40 12 3(3) 00 44 2599 249 3 1@ 33 1 23 2(3 0(0) 4(6)
B*47 0(0) 1(1) 0(0) 1(1) 0(0) 1(2) 1(2 0(0) 1(2) 0(0) 1(1) 0(0) 1(2) 0(0) 0(0) 1(1)
B*49 2(12 15(12 7(17 11(11) 7(13) 11(129 7(17) 408 11(12 6(13) 8(100 9(149 11(15 6(9) 10 (12) 8(12
B*50 00 4 12 3(3) 1 3 1@ 24 3 1@ 3 11 40 0(0) 2(2) 2(3
B*51 16 15(12) 2 (5 15(15) 6(11) 11(12) 2(5) 7(14) 10(10) 7(15) 6(8) 11(17) 6(8) 11 (16) 8(10) 9(13)
B*52 00 8@ 2(5 7(7) 48 6(6) 203 408 8©®) 24 40 609 50 5(7) 4(5) 6(9)
B*53 16 54 10 5(5) 3 3 205 249 3 3(6) 20 46 2(3 4 (6) 2(2) 4 (6)
B*55 00 3@ 00 2(2) 1@ 2@ 2090 1@ 20 1@ 2@ 10 20 1(D) 2(2) 1(D)
B*56 16 00O 12 0( 0© 1» o0o©O 1® 00 1 11 00O 0 1(D) 0(0) 1(D)
B*57 00 7(6 2(5 5(5) 1 66 249 13 50 24 56 2 50 2(3 4(5) 3(4)
B*58 00 5@ 209 3(3) 3@ 29 3(n 1 44 1 00O 11 39 2(3 3(4) 2(3
B*67 00 1(1) 0(O 1(2) 0© 1» 0O 1® 00O 1(H 00O 11 00O 1(1) 1(D) 0(0)
B*73 16 00 1(29 0(0) 12 00 13 00 1() 00 1(1) 0(0 1(1) 0(0) 1(1) 0(0)

%test FIQ >50 vs. 0-50, (p=0.035 , pc>0.05, OR= 0.258, IC 95% (0.077-0.858), °test CV 0-106 vs. 107-159 (p=0.016 , pc>0.05, OR= 3.822, IC 95% (1.253-11.657);" test WPI 0-12 vs. 213 (p=0.027 ,
pc>0.05, OR= 0.623, IC 95% (0.547-0.710), °test COS 0-47 vs. 248 (p=0.039 , pc>0.05, OR= 0.173, IC 95% (0.035-0.868), ° test HARS 0-24 vs. 225 (p=0.027, pc>0.05, OR= 0.280, IC 95% (0.088-
0.890), " test HARS 0-24 vs. 225 (p=0.032, pc>0.05, OR= 0.246, IC 95% (0.067-0.904);° test HDRS 0-18 vs. 218 (p=0.046 , pc>0.05, OR= 5.017, IC 95% (1.026-24.523); " test MPQ 0-18 vs.218
(p=0.026, pc>0.05, OR= 0,275, IC 95% (0.087-0.074). Los valores de p fueron determinados mediante un test de Fisher bilateral. Abreviaturas: N/L, Normal/Leve; M/G, Moderado/Grave.




Resultados

El estudio de la frecuencia de los distintos alelos del locus HLA-C en los pacientes
con FM segregados en funcion de las manifestaciones clinicas de la enfermedad,
evaluadas en funcion de los diferentes test, mostro una disminucion de la frecuencia
del alelo C*12 en el grupo de pacientes con una manifestacion de la enfermedad
grave 0 muy grave, segun el test FIQ, respecto al grupo de pacientes con una
manifestacion de la enfermedad minima o moderada, (16% vs 44% ; p=0.015 ;
pc>0.05; OR= 0.243, IC 95% (0.086-0.688). También se observd que el alelo C*07
estaba menos representado en el grupo de pacientes con afectacion moderada a
grave en la calidad de vida, segun test Calidad de Vida, con respecto al grupo de
pacientes con afectacion leve (43 % vs 63%; p=0.031,pc>0,05; OR= 0.440, IC 95%
(0.213-0.909). Ademas, los alelos C*07 y C*12 mostraron una frecuencia aumentada
en el grupo de pacientes con buena calidad de suefio, segun test COS, respecto al
grupo de pacientes con alteraciones en la calidad del suefio (64 % vs 36% ; p=0.014,
p>0.5, OR= 0,329, IC 95% (0.143-0.758), y 30 % vs 10% ; p=0.018 p>0.5, OR=
0,254, IC 95% (0.082-0.783), respectivamente). Sin embargo estas diferencias no
resultaron significativas al corregir por el numero de alelos testados (tabla 37 a).

Por otro lado, se observo que el alelo C*06 era mas frecuente en el grupo de
pacientes sin depresién o con una depresion menor o moderada, segun test HDRS,
respecto al grupo de pacientes con depresion severa 0 muy severa, (20 % vs 7%;
p=0.020, p>0.5, OR= 0,294, IC 95% (0.102-0.849), (tabla 37 b).Al corregir por el
namero de alelos testados, estas diferencias no resultaron significativas.

No se observaron diferencias estadisticamente significativas en el andlisis de la
frecuencia de los alelos de HLA-C, entre los distintos grupos de pacientes segregados
atendiendo a los test WPI, GCI, HARS y MPQ), (tabla 37 a 'y tabla 37 b).
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Tabla 37. Frecuencia de los alelos del gen HLA-C, en pacientes con FM segregados en funcion
de las manifestaciones clinicas de la FM atendiendo a los distintos test estudiados.

a)
Test FIQ Test CV Test WP Test COS
050  >50 0-106 107-159  0-12 >13 047 >48 |
HLA-C N=18 N=129 N=43 N=108 N=58 N=96 N=44  N=52
n%) n®%) n®%) n®%) n®%) n%) n%) _ n%) |
cr01  1(6) 9(7) 2(5) 8(7) 4(7) 6 (6) 2 (4) 5(10)
Cc*02 2(11) 14(11) 4(9 13(12) 4(7) 13(13)  3(7) 10 (5)
c*03 1(6) 16(12) 4(9 11(10) 7(12) 10(10) 5(11)  8(15)
C*04 3(17) 28(22) 6(13) 24(22) 1424 17(18)  4(9)  12(23)
C*05 4(22) 15(12) 6(13) 13(12) 5(9) 14(15  4(9) 7(13)
Cc*06 3(17) 16(12) 4(9 17(16) 5(9  16(17) 7(16)  5(10)
C*07 7(39) 63(49) 27(63) 46(43)° 26(45) 47(49) 28(64)  19(36)°
Cc*08 3(17) 19(15  4(9 20(17) 9(15)  15(16) 4(9) 10 (5)
C*12 8(44) 21(167 12(28) 18(17) 12(21) 20(21) 13(30) 5(10)
c*14 16 2(2) 0 (0) 3(3) 1(2) 2(2) 0(0) 1(2)
c*15  0(0) 15(12) 5(12) 11(10) 9(16) 7(7) 4(9) 7 (13)
Cc*16:01 1(6) 19(15 3(7) 17(16) 11(19 10(10) 8(18)  6(11)
Cc*16:02 0(0) 3(2) 0(0) 3(3) 0 (0) 3(3) 1(2) 0(0)
Cc*17  2(11) 4(3) 4(9) 2(2) 3 (5) 3 (5) 2 (4) 4(8)
b)
Test GCI Test HARS Test HDRS Test MPQ
Hiac NL MG 024 25 018 >19 0-18 >19
N=100 N=49 N=82 N=69 N=79 N=72 N=81  N=73
n%) n®) n%) n%) n®%) n®%) n®%)  n(%)
c*01  5(5 5(10) 5(6) 5(7) 4(5) 6 (8) 4(5) 6 (8)
c*02  7(7) 8(16) 8(10) 9(13) 5(6) 12(17) 8(10)  9(13)
c*03 10(10) 7(14) 11(13) 6(9 9(11) 8(11) 10(12)  7(10)
C*04 17(17) 14(29 15(18) 16(23) 13(16) 18(25) 17(21)  14(19)
c*05 10(10) 9(18) 8(10) 11(16) 9(11) 10(14) 12(15  7(10)
c*06  16(16) 5(10) 12(15) 9(13) 16(200 5(7°  8(10)  13(18)
Cc*07 51(51) 18(37) 42(51) 28(41) 40(51) 30(42) 36(44) 37(51)
C*08  14(14) 8(16) 10(12) 13(19) 13(16) 10(14) 15(24)  9(13)
C*12 26(26) 6(12) 18(22)  14(20) 18(23) 14(19) 20(32) 12(16)
C*14  12(12) 4(8) 2(2) 1(1) 1(1) 2(3) 1(1) 2(3)
c*15 13(13) 3(6) 8(10) 8(12) 8(10) 8(11)  8(10)  8(11)
C*16:01 13(13) 6(12) 11(13) 8(12) 10(13) 9(12)  11(13) 10(14)
Cc*16:02 1(1) 2(4) 1(1) 2(3) 1(1) 2(3) 1(1) 2(3)
C*17  5(B) 1(2  4(5 2(3) 3(4) 3 (4) 5 (6) 1(1)

a) ? test FIQ >50 vs. 0-50, (p=0.015, pc>0.05, OR= 0.243, IC 95% (0.086-0.688); ° test CV 0-106 vs.107-159
(p=0.031, pc>0.05, OR= 0.440, IC 95% (0.213-0.909); ° test COS 0-47 vs. 248 (p=0.014, pc>0.05, OR= 0,329,
IC 95% (0.143-0.758); 9 test COS 0-47 vs. =48 (p=0.018, pc>0.05, OR= 0,254, IC 95% (0.082-0.783); b) ®test
HDRS 0-18 vs. =219 (p=0.020, pc>0.05, OR= 0,294, IC 95% (0.102-0.849). Los valores de p fueron
determinados mediante un test de Fisher bilateral. Abreviaturas: N/L, Normal/Leve; M/G, Moderado/Grave.
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El analisis de la frecuencia de los alelos del locus HLA-DR entre los diferentes
grupos de pacientes, mostroé una frecuencia aumentada de los alelos HLA DRB1*03 y
HLA DRB1*07 en el grupo de pacientes que no presentaba alteracion del suefio,
segun test COS, respecto al grupo de pacientes con alteracion del suefio moderada o
grave, (37 % vs 17% ; p=0.035, pc>0.05, OR= 0.345, IC 95% (0.134-0.890), y 37 %
vs 15%; p=0.018, pc>0.05, OR= 0.300, IC 95% (0.113-0.794), respectivamente)
(Tabla 38a). También, se observé un incremento de la frecuencia del alelo HLA
DRB1*03 en el grupo de pacientes sin ansiedad o con ansiedad leve, media o
moderada, segun test HARS, respecto al grupo de pacientes con ansiedad severa 0
grave (35 % vs 17 % ; p=0.026, pc>0.05, OR= 0.395, IC 95% (0.184-0.863), mientras
que el alelo DRB*13 estaba mas representado en el grupo de pacientes con ansiedad
severa 0 grave que en el grupo de pacientes sin ansiedad o con ansiedad leve, media
0 moderada, segun el test HARS (42% vs 21% ; p=0.007, pc>0.05, OR= 2.729, IC
95% (1.332-5.592). Ademas, el estudio mostré una frecuencia aumentada del alelo
DRB1*03 en el grupo de pacientes sin depresion, o con depresion menor o moderada,
segun el test HDRS, respecto al grupo de pacientes con depresion severa 0 muy
severa (35 % vs 17%; p=0.016, pc>0.05, OR= 0.384, IC 95% (0.177-0.835). (Tabla
38Db). Sin embargo, todas estas diferencias no resultaron significativas al corregir por
el numero de alelos testados.

No se observaron diferencias en el analisis de la frecuencia de los alelos de HLA-
DR, entre los distintos grupos de pacientes segregados atendiendo a los test FIQ,
Calidad de Vida, WPI, GCI, y MPQ (tablas 38 ay b).
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Tabla 38. Frecuencia de los alelos del gen HLA-DRB1, en pacientes con FM segregados en
funcién de las manifestaciones clinicas de la FM atendiendo a los distintos test estudiados.

a)

Test FIQ Test CV Test WPI Test COS

0-50 >50 0-106 107-159 0-12 >13 0-47 >48
HLA-DRBL 16 'N=130 N=43 N=108 N=56 N=97 N=43 N=53

n(%) n%) n%) n%) n®) n%) n(%) n(%)
DRBI*01  6(37) 32(25) 11(26) 28(26) 15(27) 25(26) 10(23) 14 (26)
DRBI*03  7(44) 34(26) 13(32) 28(26) 19(34) 22(23) 16(37) 9(17)°
DRB1*04  0(0) 20(15) 6(15) 15(14) 4(7) 17(17) 6(14) 8(15)
DRBI*07  7(4d) 32(25) 11(27) 28(26) 18(32) 22(23) 16(37) 8(15)°
DRB1*08  1(6) 9(7) 2(B) 8(7) 33 7() 1) 5(9
DRB1*09  0(0) 1(1) 1(2 0(0) 1 0@ 0( 0(0)
DRB1*10  0(0) 2(1) 2(5 0(0) 00 22 1(2 0(0)
DRBI*11  3(19) 24(18) 6(15) 23(21) 7(12) 22(23) 9(21) 14(26)
DRBI*12  0(0) 1(1) 0(0) 1(1) 1(2 0() 0@© 102
DRBI1*13  2(12) 42(32) 8(19) 36(33) 18(32) 28(29) 12(28) 19(36)
DRBI*14  0(0) 6(5 1(2 5() 2(4) 4@ 3(7) 3(6)
DRB1*15  3(19) 34(26) 15(37) 26(24) 15(27) 27(28) 9(21) 16(30)
DRBI1*16  1(6) 5(4) 1(2 4@ 12 56 00 24

b)
Test GCI Test HARS __ Test HDRS Test MPQ
N/L M/G 0-24 >25 0-18 >19 0-18 >19

HLA-DRB1 N=99 N=48 N=81 N=69 N=78 N=71 N=81 N=72
n%) n%) n®%) n®%) n®%) n%) n%) n%)
DRB1*01  24(24) 14(29) 21(26) 18(26) 17(22) 22(31) 17(21) 23(32)
DRB1*03  29(29) 10(21) 28(35) 12(17)° 27(35) 12(17)° 24(30) 17(24)
DRB1*04 10(10) 9(19) 11(14) 9(13) 8(10) 12(17) 12(15 9(13)
DRB1*07  24(24) 13(27) 25(31) 12(17) 23(29) 14(20) 24(30) 16(22)
DRB1*08 7(7) 3(6) 4(5) 6 (9) 4(5) 6 (8) 6 (7) 4(6)
DRB1*09 1(1) 0(0) 0(0) 1(1) 0(0) 1(1) 0@ 1(D
DRB1*10 1(2) 1(2) 1(2) 1(2) 2(3) 0(0) 1(2) 1(2)
DRB1*11  23(23) 6(12) 14(17) 15(22) 17(22) 12(17) 14(17) 15(21)
DRB1*12 1(2) 0(0) 1(2) 0(0) 1(1) 0(0) 0(0) 1(2)
DRB1*13  28(28) 17(35) 17(21) 29(42)° 20(26) 25(35) 26(32) 20(28)
DRB1*14 44 214 22 4(6) 1(1) 5(7) 1) 5()
DRB1*15 29(29) 12(25) 24(30) 18(26) 21(27) 21(30) 22(27) 20(28)
DRB1*16 3 24 3(9 3(4) 3(4) 3(4) 3(3) 4(6)

2 test COS 0-47 vs. 248 (p=0.035 , pc>0.05, OR= 0.345, IC 95% (0.134-0.890); ° test COS 0-47 vs. 248
(p=0.018, pc>0.05, OR= 0.300, IC 95% (0.113-0.794);° test HARS 0-24 vs. 225 (p=0.026 , pc>0.05, OR=
0.395, IC 95% (0.184-0.863); 4 test HARS 0-24 vs. 225 (p=0.007, pc>0.05, OR= 2.729, IC 95% (1.332-
5.592),); test HDRS 0-18 vs. 219 (p=0.016, pc>0.05, OR= 0.384, IC 95% (0.177-0.835). Los valores de p
fueron determinados mediante un test de Fisher bilateral. Abreviaturas: N/L, Normal/Leve; M/G,
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2.3.2. Polimorfismo de los genes KIR en pacientes con Fibromialgia.

La frecuencia de los genes KIR estudiados, tanto genes KIR inhibidores como
activadores, fue similar en los pacientes con FM estudiados y en el grupo control
(tabla 39).

Tabla 39. Frecuencia de los genes KIR, activadores e

inhibidores en pacientes con FM y controles.

Genes Controles Pacientes con FM
KIR N=153 N=156
N n(%)
KIR inhibidores
2DL1 149 (97) 148 (95)
2DL2 81 (53) 89 (57)
2DL3 141 (92) 133 (85)
2DL5 76(50) 79 (51)
3DL1 142(93) 142 (91)
3DL2 153(100) 154(99)
3DL3 153(100) 154(99)
KIR activadores
2DS1 65 (43) 56 (36)
2DS2 81 (53) 88 (56)
2DS3 38 (25) 51 (33)
2D 141 (92) 142 (91)
2DL 4 153 (100) 154 (99)
2DS5 49 (32) 43 (28)
3DSs1 62 (41) 57 (37)
2DP1 150 (98) 149 (96)
3DP1 153 (100) 154 (99)
2DL2 L3 12 (8) 21 (14)

Los valores de p fueron determinados mediante un test de Fisher
bilateral. No se han encontrado diferencias significativas entre los
distintos grupos. Abreviaturas; FM, Fibromialgia.

El andlisis de la frecuencia de los genes KIR inhibidores en pacientes con FM
segregados en diferentes grupos en funcién de las manifestaciones clinicas de la
enfermedad, evaluadas mediantes los diferentes test, mostr6 una frecuencia
aumentada de los genes KIR2DL3 en el grupo de pacientes que no presentaron

alteraciones del suefio, segun el test COS, respecto al grupo de pacientes con
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alteraciones del suefio moderadas o graves (86% vs 72 %, respectivamente), aunque

estas diferencias no alcanzaron la significacion estadistica (p=0.090). Para el resto de

analisis realizado no se observaron resultados destacables (tabla 40).

Tabla 40. Frecuencia de los genes KIR Inhibidores, en pacientes con FM segregados en funcién de las

manifestaciones clinicas atendiendo a los distintos test estudiados.

Genes
KIR
INHIBIDORES

2DL1
2DL2
2DL3
2DL5
3DL1
3DL2
3DL3

Genes
KIR
INHIBIDORES

2DL1
2DL2
2DL3
2DL5
3DL1
3DL2
3DL3

Test FIQ Test C. VIDA Test WPI Test COS

0-50 >50 0-106 107-159  0-12 >13 0-47 >48
N=18 N=131 N=43 N=110 N=58 N=98 N=44 N=53
n(%) n(%) n(%) n(%) n(%) n(%) n(%) n(%)
18(100) 123(94) 42(98) 103(94) 56(97) 92(94) 43(98) 47(89)
10(56) 77(59) 24(56) 62(56) 31(53) 58(59) 27(61) 31(59)
17(94) 109(83) 37(86) 94(86) 52(90) 81(83) 38(86) 38(72
9 (50) 67(51) 20(46) 57(52) 33(57) 46(47) 25(57) 26(49
18(100) 118(90) 41(95) 99(90) 53(91) 89(91) 40(91) 48(91)
18(100) 129(98) 43(100) 108(98) 58(100) 96(98) 44 (100) 52 (98)
18(100) 129(98) 43(100) 108(98) 58(100) 96(98) 44 (100) 52 (98)

Test CGI Test HARS Test HDRS Test MPQ

N/L M/G 0-24 =25 0-18 =19 0-18 =19
N=101 N=49 N=83 N=70 N=79 N=73 N=82 N=74
n(%) n(%) n(%) n(%) n(%) n(%) n(%) n(%)
97(96) 46(94) 79(95) 67(98) 76(96) 69(95) 79(9%6) 69 (93
58(57) 29(59) 51(61) 36(51) 46(58) 41(56) 51(62) 38(51)
88(87) 40(82 70(84) 61(87) 69(87) 61(84) T71(87) 62(84)
48 (47) 28(57) 42(51) 34(49) 36(46) 40(55) 41(50) 38(51)
95(94) 43(88) 78(94) 63(90) 72(91) 68(93) 74(90) 68(92
100(99) 49(100) 83(100) 69(99) 78(99 73(100) 81(99) 73(99)
100 (99) 49(100) 83(100) 69(99) 78(99) 73(100) 81(99) 73(99

Los valores de p fueron determinados mediante un test de Fisher bilateral. Abreviaturas: N/L, Normal/Leve; M/G.

Respecto al estudio de los genes KIR activadores, se observo un incremento de la

frecuencia del gen KIR2DS5 en el grupo de pacientes con una manifestacion de la

enfermedad de moderada a grave, segun la escala CGI, respecto al grupo de

pacientes con una manifestacion normal, dudosa o leve, (37% vs 22 %), aunque

estas diferencias no alcanzaron la significacion estadistica (p=0.075).

También se

observo un aumento de la frecuencia del gen KIR2DS5 en el grupo de pacientes con

depresion severa 0 muy severa, segun test HDRS, respecto al grupo de pacientes sin

depresion o con una depresion menor o moderada, (33% vs 20 %), diferencias que no
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alcanzaron la significacion estadistica (p=0.097). El resto de analisis realizados no

mostraron resultados destacables (tabla 41).

Tabla 41. Frecuencia de los genes KIR Activadores, en pacientes con FM  segregados en funcion de las

manifestaciones clinicas atendiendo alos distintos test estudiados.

Genes Test FIQ Test C. VIDA Test WPI Test COS
0-50 >50 0-106  106-159 0-12 213 0-47 248

KIR
N=18 N=131 N=43 N=110 N=58 N=98 N=44 N=53
ACTIVADORES n(%) n(%) n(%) n(%) n(%) n(%) n(%) n(%)

2DS1 6(33) 48(37) 11(26) 44(40) 21(36) 35(36) 18(41) 18(34)
2DS2 10(56) 76(58) 24(56) 61(55)  31(53) 57(58) 26(59) 31(58)
2DS3 5(28) 45(34) 13(30) 36(33) 18(31) 33(34) 15(34) 19(36)
2DS4 18(100) 118(90) 41(95) 99(90) 53(91)  89(91) 40(91) 48(91)
2DL 4 18(100) 129(98) 43(100) 108(98) 58(100) 96(98) 44(100) 52 (98)
2DS5 5(28) 36(28) 9(21) 33(30) 17(29) 26(27) 14(32) 13(24)
3DS1 6(33) 49(37) 12(28) 44(40) 22(38) 35(36) 19(43) 18(34)
2DP1 18(100) 124(95) 42(98) 104(94) 56(97)  93(95) 43(98) 48(9))
3DP1 18(100) 129(98) 43(100) 108(98) 58(100) 96(98) 44(100) 52 (98)
2DL2 L3 9(50) 57(43) 18(42) 48(44) 25(43) 43(44) 21(48) 17(32)
Genes Test CGI Test HARS Test HDRS Test MPQ
KIR N/L M/G 0-24 >25 0-18 >19 0-18 >19

ACTIVADORES N=101 N=49 N=83 N=70 N=79 N=73 N=82 N=74
n(%) n(%) n(%) n(%) n(%) n(%) n(%) n(%)

2DS1 32(32) 21(43) 29(35) 24(34) 23(29) 30(4l) 29(35) 27(36)
2DS2 57(56) 29(59) 50(60) 36(51) 45(57) 41(56) 51(62) 37 (50)
2DS3 33(33) 17(35) 30(36) 20(29) 25(50) 25(32) 26(32) 25(34)
2DS4 95(94) 43(88) 78(94) 63(90) 72(51) 68(93) 74(90) 68(92)
2DL 4 100(99) 49 (100) 83(100) 69(99) 78(99) 73(100) 81(99)  73(99)
2DS5 25(22) 18(37) 19(23) 21(30) 16(20) 24(33) 23(28) 20(27)
3DS1 34(34) 20(41) 31(37) 23(33) 25(32) 29(40) 30(37) 27(36)
2DP1 98(97) 46(94) 80(96) 67(96) 76(96) 70(96) 79(96)  70(95)
3DP1 100(99) 48(100) 83(100) 69(99) 78(99) 73(100) 81(99)  73(99)
2DL2 L3 46(45) 20(41) 38(46) 28(40) 37(47) 29(40) 41(50)  27(36)

Los valores de p fueron determinados mediante un test de Fisher bilateral. Abreviaturas: N/L, Normal/Leve; M/G.

En un andlisis posterior, también se valoro la influencia de los genotipos KIR en el
desarrollo y prondstico de la fibromialgia. Para ello, los individuos fueron agrupados
en aquellos que presentaban un genotipo AA (haplotipo A en homocigosis) y aquellos
que presentaban un genotipo Bx (presencia de al menos un haplotipo B). Los
resultados no revelaron diferencias significativas entre el grupo de pacientes con FM y

el grupo control (figura 50).
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Figura 50. Frecuencia de los genotipos KIR en y controles.
El valor de la p fue determinado mediante un test de Fisher bilateral.

En cuanto al estudio de los pacientes segregados en diferentes grupos en funcion
de las manifestaciones clinicas de la enfermedad, evaluadas mediantes los diferentes

test, no mostroé diferencias significativas en ninguno de los casos (figura 51).
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Figura 51. Frecuencia de los genotipos KIR en pacientes de FM segregados en funcion de las
caracteristicas clinicas al diagnoéstico, y controles. Frecuencia de los genotipos KIR en pacientes con
FM segregados atendiendo al : (a) test FIQ, (b) test CV, (c) test WPI, (d) test COS, (e) test GClI, (f) test HARS,
(g) test HDRS y (h) test MPQ. El valor de la p fue determinado mediante un test de Fisher bilateral. Abreviaturas:
N/L, Normal/Leve; M/G,
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2.3.3. Polimorfismo de los ligando de los genes KIR en pacientes con FM.
2.3.3.1. Dimorfismo en posicion 80 de los ligandos HLA-C en FM.

El andlisis del dimorfismo en posicion 80 del locus HLA-C (grupos C1 y C2 de
ligandos KIR), no mostro diferencias en cuanto a la frecuencia de los genotipos

C1C1, C1C2 y C2C2 entre el grupo de pacientes con FM y el grupo control. (Figura
52).
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Figura 52. Frecuencia de los genotipos HLA-C en pacientes
de FM vy controles. El valor de la p fue determinado mediante un
test de Fisher bilateral. Abreviaturas:

El estudio del dimorfismo HLA-C en los pacientes segregados en base a las
manifestaciones clinicas de la enfermedad atendiendo al cuestionario del andlisis de
calidad de suefio COS, revel6 un aumento del genotipo C2C2 en el grupo de
pacientes con mala calidad de suefio respecto al grupo con buena calidad (21% vs.
79%; P=0.079), aunque estas diferencias no alcanzaron la significacion estadistica.

(figura 53 d). En resto de analisis realizados no se observaron resultados remarcables
(figura 53).
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Figura 53. Frecuencia de los genotipos HLA-C en pacientes de FM segregados en funcion de las
caracteristicas clinicas al diagnéstico. Frecuencia de los genotipos HLA-C en pacientes con FM segregados
atendiendo al :(a) test FIQ., (b) test C. vida, (c) test WPI, (d) test COS, (e) test GCI, (f) test HARS, (g) test HDRS
y (h) test MPQ. El valor de la p fue determinado mediante un test de Fisher bilateral. Abreviaturas: NIL,
Normal/Leve; M/G,
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2.3.3.2. Epitopos Bw4 y Bw6 en pacientes con FM.

El estudio de los epitopos Bw4 y Bw6 en pacientes con FM y controles, no mostré
diferencias significativas (Figura 54).
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Figura 54. Anélisis de los epitopos Bw4/Bw6 en
pacientes de FM y controles. El valor de la p fue
determinado mediante un test de Fisher bilateral.

El estudio del dimorfismo de los epitopos Bw4 y Bw6 en los pacientes con FM
segregados en base a las manifestaciones clinicas de la enfermedad atendiendo al
cuestionario del analisis de calidad de suefio COS, revelé un aumento del genotipo
Bw6Bw6 en el grupo de pacientes con mala calidad de suefio respecto al grupo con
buena calidad (24% vs. 7%; p=0.043, pc>0.05) (Figura 54). Asimismo, al estudiar los
pacientes segun el test de calidad de vida, los resultados obtenidos mostraron una
mayor frecuencia del genotipo Bw6Bw6 en aquellos pacientes que presentaban una
afectacion mas leve en la calidad de vida, respecto a los pacientes con una afectacion
modera o grave en su calidad de vida (28% vs. 13%; p=0.045, pc>0.05), aunque estas
diferencias no alcanzaron la significacion estadistica al aplicar la correccién por el
numero de alelos estudiados.
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Figura 54. Andlisis de los epitopos Bw4/Bw6 en pacientes de FM segregados en funcidon de las
caracteristicas clinicas al diagndéstico. Frecuencia de epitopos Bw4/Bw6 en pacientes con FM segregados
atendiendo al (a) test FIQ., (b) test C. vida, (c) test WPI, (d) test COS, (e) test GClI, (f) test HARS, (g) test HDRS y
(h) test MPQ. EIl valor de la p fue determinado mediante un test de Fisher bilateral. Abreviaturas: N/L,
Normal/Leve; M/G,
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Niveles de serotonina, ACS anti-serotonina, anti-ganglidsidos vy

otros autoACS en pacientes con FM y controles.

La FM es un proceso de dolor cronico, generalizado, de localizacion
preferentemente osteomuscular. La etiologia y fisiopatologia de la FM son
controvertidas, y a dia de hoy todavia no existen biomarcadores diagndésticos
especificos de esta enfermedad.

Aungue los mecanismos que provocan los sintomas y signos de la FM son aun
desconocidos, hay evidencias de que existe un procesamiento anormal del dolor,
tanto por alteraciones de los mecanismos periféricos de informacion nociceptiva,
como por el procesamiento anormal del dolor central, asi como alteraciones en el
sistema neuro-endocrino e inmunitario (Goicoechea C, et al., 2006; Abeles AM, et al.,
2007).

La FM y otros trastornos psiquiatricos que tienen en comun sintomas como la
depresion y la ansiedad, se caracterizan por presentar una desregulacion parcial del
sistema de neurotransmisores serotoninérgicos en el SNC. Por tanto,los metabolitos
derivados del triptéfano, como la 5-HT o serotonina podrian ser biomarcadores
potenciales de la FM (Hackshaw Kv, et al., 2018). El papel del triptéfano y su
metabolito la 5-HT en la patogénesis de la FM, ha sido apoyado por un gran nimero
de observaciones experimentales (Wolf F et al 1997; Rusell IJ et al 1993) y
confirmado por el uso comun de los inhibidores selectivos de la recaptacion de la
serotonina en el tratamiento farmacolégico de la enfermedad (Walitt B, et al., 2015).
Ademas, también se ha descrito que muchos de los sintomas que presentan los
pacientes con FM tienen relacion con bajos niveles de serotonina (Sicuteri 1972,
Molfofsky et al., 1975; Molfofsky&Scarisbrick, 1975; Van Woert&Sethy, 1975;
Goldenberg, 1989).

Desde el punto de vista inmunolégico, la existencia de una respuesta inmunitaria
contra antigenos propios como la 5-HT esta respaldada por el hallazgo de linfocitos T
autoreactivos que reconocen la 5-HT y el triptofano en la poblacién sana y con una
incidencia mayor en pacientes con FM (Barth H, et al., 2001), y por el hallazgo de una
alta prevalencia de ACS anti-5-HT en pacientes con FM (Klein et al. 1992). Por tanto,
los auto-ACS frente a la 5-HT podrian tener una gran utilidad como biomarcadores en
la FM. Ademas, se ha descrito que la presencia de ACS anti-5-HT en pacientes con

FM esta asociada con la presencia de ACS anti-gangliésidos (Klein, et al., 1992). Esta
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fuerte asociacion, asi como el hecho de que los ganglidsidos son componentes de los
receptores de 5-HT (Fishman PH, et al., 1988), podria significar que los ACS anti-
gangliésidos pueden interferir en la captacion de 5-HT por sus receptores.

Basandonos en la evidencia existente acerca de la implicacion de la 5-HT, los ACS
anti-5-HT y otros ACS en la etiopatogenia FM, en el presente trabajo hemos estudiado
los niveles séricos de 5-HT, ACS anti-5-HT, ACS anti-gangliosidos y otros autoACS,
con la finalidad de identificar y validar biomarcadores séricosque puedan convertirse
en una herramienta util en el diagnostico de los pacientes con FM.

Para estudiar el papel de la serotonina en la FM, hemos analizado los niveles
séricos de 5-HT en 156 pacientes diagnosticados de FM y 144 controles sanos
provenientes de la region de Murcia. Nuestros resultados, muestran unos niveles
significativamente disminuidos de serotonina en el suero de los pacientes con FM
respecto al grupo control, de la misma manera que otros estudios publicados
previamente (Hertzman PA, et al., 1993; Hrycaj P, et al., 1993, Frederick Wolfe, et al.,
1992; Russell 1J, Vaeroy H, et al 1992 b; Stratz T et al., 1993; Mali Emberg, et al.,
2000). Sin embargo, en estos estudios no encontraron una relacidon entre la
disminucion de la serotonina sérica y las manifestaciones clinicas de la enfermedad
(Al-nimerMsm et al.,, 2018). Por el contrario, existe un estudio publicado hace varias
décadas en el que se describe la presencia de una asociacién entre los niveles de
serotonina sérica y los sintomas que acomparfan a la FM (Hertzman PA, et al., 1993).

De la misma manera, en el presente trabajo, hemos encontrado que al segregar los
pacientes con FM en funciéon de las manifestaciones clinicas de la enfermedad, los
niveles séricos de serotonina eran inferiores en el grupo de pacientes con ansiedad
moderada, severa o0 grave, respecto al grupo de pacientes sin ansiedad o con
ansiedad leve, lo que revela una asociacion entre los niveles de serotonina y el grado
de ansiedad que experimentan los pacientes con FM, sin embargo, no encontramos
una asociacion entre el resto de manifestaciones clinicas estudiadas y los niveles
séricos de serotonina. Contrariamente a nuestros resultados, hay que destacar la
existencia de otros estudios en los que se ha encontrado una relacion inversa entre
los niveles de serotonina y sintomas de la FM como el dolor, la depresion y la
ansiedad (Frederick Wolfe et al, 1997; Mali Emberg et al., 2000).

Por otro lado, algunos estudios han revelado una disminucién de los metabolitos de
la 5-HT en liquido cefalorraquideo (LCR) de pacientes con FM (Russell IJ et al., 1992

b). Sin embargo, no se ha demostrado que los niveles de 5-HT en suero reflejen los
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niveles de 5-HT del SNC, ya que estos suponen menos de un 2% de la 5-HT corporal
total y ademas no cruzan la barrera hematoencefalica.

En conclusién, los resultados del presente estudio y de estudios previos han
encontrado niveles significativamente bajos de 5-HT en suero de pacientes con FM de
una manera consistente y empleando distintas metodologias, lo que sugiere que los
niveles de 5-HT en suero podrian tener utilidad en el diagndstico de los pacientes con
FM, sin embargo, la correlacién de los niveles de 5-HT con la severidad clinica de la
enfermedad no esta clara y requiere de futuros estudios. Ademas, el hecho de que los
niveles de 5-HT en suero no reflejen los niveles de 5-HT en el SNC, podria limitar la
utilidad de la 5-HT sérica como biomarcador de la FM, por lo que futuros trabajos que
estudien la sintesis de 5-HT en el cerebro, podrian ser una forma mas directa de
detectar una disfuncion de la 5-HT en pacientes con FM (Alnigenis MNY et al., 2001).

Contrariamente a los estudios que indican un papel relevante de los niveles bajos
de serotonina en la FM, existen otros trabajos que no han encontrado niveles bajos de
serotonina en pacientes con FM, pero si han demostrado la existencia de una alta
prevalencia de ACS. anti-5-HT en estos pacientes (Klein et al 1992). Segun los
autores de este trabajo, en los pacientes con FM ocurriria un fenomeno similar a lo
gue ocurre en pacientes con migrafia y depresion, en los que los niveles de 5-HT en
suero no estan disminuidos, sino que lo que se produce es una disminucién en la
uniodn de la serotonina a sus receptores debido a la presencia de acs. anti-5-HT.

Ante la evidencia de que distintos auto-ACS podrian jugar un papel importante en
la FM (Klein, et al., 1992; Fishman PH, et al., 1988), en el presente trabajo decidimos
estudiar la presencia de una serie de autoACS como los ACS anti-serotonina, ACS
anti-ganglidsidos, ACS anti-sulfatidos y otros en el suero de pacientes con FM.

La cuantificacion de ACS anti-5-HT IgG e IgM en un grupo de 155 pacientes con
FM y 151 controles sanos, revelé una mayor presencia de ACS anti-5-HT IgG e IgM
en pacientes con FM en comparacién con el grupo control, que fue significativa en
ambos casos. De la misma manera que en el presente trabajo, otros estudios previos
han descrito la presencia de una elevada prevalencia de ACS anti-5-HT en pacientes
con FM (Klein et al, 1992; Klein et al. 1994). Ademas, los resultados de estos estudios
fueron confirmados posteriormente empleando la misma técnica de deteccion de ACS
anti-5-HT en una amplia cohorte de pacientes con FM (EgonWerle et al. 2001). Por lo

tanto, tanto los resultados de nuestro estudio, como los resultados publicados
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previamente, indican un papel importante de los ACS anti-5-HT en el diagnostico de la
FM.

Por el contrario, existen otros estudios realizados con grupos mas reducidos de
pacientes con FM que no fueron capaces de reproducir estos resultados (Russel I1J et
al; 1995; Welin M et al, 1995). La discrepancia entre los resultados de estos estudios
y nuestro trabajo, puede ser debida en parte a los diferentes tamafios muestrales
empleados.

Adicionalmente, en el presente trabajo, realizamos el estudio de ACS anti-5-HT
segregando a los pacientes con FM en funcién de las manifestaciones clinicas de la
enfermedad, y observamos que el grupo de pacientes con formas mas severas de la
enfermedad, segun la escala de dolor CGl, presentaba niveles mas altos de ACS anti-
5-HT IgG que aquellos pacientes con formas mas leves de la enfermedad. Asi mismo,
también encontramos que el grupo de pacientes con formas de ansiedad moderada,
severa 0 grave, presentaba niveles mas elevados de ACS anti-5-HT IgG e IgM que
aguellos pacientes sin ansiedad o con ansiedad moderada, lo que sugiere una
asociacion entre la presencia de estos ACS y formas mas severas de la enfermedad.
Estos resultados, unidos al hecho de que los ACS anti-5-HT se han detectado en
pacientes con otros trastornos psiquiatricos, como la esquizofrenia paranoide (Schott
et al. 1992), cuyos pacientes tienen sintomas comunes a los que presentan los
pacientes con FM como la depresion y la ansiedad, evidencian una clara asociacion
entre la presencia de estos ACS y la aparicion de sintomas como la ansiedad y la
depresion en pacientes con FM.

Contrariamente a los resultados de este trabajo, otros estudios, a pesar de haber
encontrado ACS anti-5-HT con alta prevalencia en pacientes con FM, no han
encontrado una asociacion entre los niveles de estos ACS y las manifestaciones
clinicas de la FM (EgonWerle et al .2001).

Hoy en dia se desconoce cdmo estos ACS anti-5-HT se producen en pacientes con
FM. En este sentido, el estudio anteriormente mencionado, realizado en Alemania por
Werle y colaboradores (EgonWerle et al.2001), explica la presencia de ACS anti-5-HT
mediante la hipétesis de que estos ACS podrian ser inducidos por drogas, como los
inhibidores selectivos de la recaptacion de 5-HT (IRSS), que tienen una estructura
complementaria a la 5-HT, pudiendo actuar de este modo como anti-idiotipo de los

ACS anti-5-HT. Sin embargo, esta hipotesis no es del todo consistente, puesto que en
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el momento en el que se realizd el estudio los IRSS no se empleaban como
tratamiento habitual para pacientes con FM en Alemania.

En definitiva los resultados obtenidos en el presente estudio indican que la
presencia de anticuerpos anti-serotonina se asocian con la severidad de la
enfermedad, al igual que en trabajos previos El significado clinico y patogénico de
estos anticuerpos en la FM no es concluyente (Alnigenis MNYet al.,, 2001), y se
requieren futuros estudios para averiguar el papel de estos anticuerpos en esta
enfermedad.

En lo que a los niveles de 5-HT se refiere, encontramos una correlacion negativa
entre los niveles de 5-HT en suero y la presencia de ACS anti-5-HT IgG en pacientes
con FM, de tal manera que los niveles de 5-HT disminuyen al aumentar los niveles de
ACS anti-5-HT. Estos resultados, podrian explicarse mediante la hipotesis de que los
ACS anti-5-HT, podrian unirse y por tanto secuestrar las moléculas de 5-HT presentes
en el suero de los pacientes con FM.

Por otro lado, también estudiamos la presencia de ACS anti-gangliésidos en 151
pacientes con FM y 152 controles sanos. Nuestros resultados muestran una
prevalencia muy baja de estos ACS en pacientes con FM asi como en controles
sanos. De hecho, tan solo detectamos la presencia de ACS anti-gangliésidos GM2
(IgM) en un 1% de los pacientes con FM. Por tanto, los resultados de nuestro estudio
sugieren una ausencia de asociacion entre los ACS anti-ganglidsidos y la FM. Estos
resultados contrastan con los resultados obtenidos en estudios previos en los que se
ha detectado la presencia de ACS anti-gangliésidos en el 49 % de los pacientes con
FM (Klein et al. 1994). Las discrepancias entre nuestros resultados y los obtenidos por
Klein y colaboradores en el afilo 1994, pueden ser debidas al diferente tamafo
muestral empleado, ya que en nuestro caso analizamos una serie de 151 pacientes, y
en su caso, tan solo de 50 pacientes. No obstante, es necesaria la realizaciéon de mas
estudios similares para poder confirmar la relevancia de estos auto-ACS en pacientes
con FM asi como su posible asociacion con las manifestaciones clinicas de la
enfermedad.

Respecto al resto de ACS estudiados en este trabajo, como los ACS anti-sufatidos,
anti- células parietales, anti-nucleares, anti-LKM y anti-reticulina, los resultados no
muestran diferencias destacables entre los pacientes con FM y el grupo control.
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Niveles de citoquinas anti-inflamatorias y pro-inflamatorias y sus

polimorfismos genotipicos en pacientes con FM.

Cuantificacion de citoquinas anti-inflamatorias y pro-inflamatorias.

Las citoquinas son moléculas reguladoras que intervienen en los procesos
inmunologicos y pueden actian como mediadores proinflamatorios o antiinflamatorios.
Los niveles de citoquinas en suero pueden incidir en la susceptibilidad, e incluso en el
desarrollo de diferentes enfermedades infecciosas, alérgicas y autoinmunes como es
el caso de la FM.

Durante los ultimos 30 afios se han realizado multitud de estudios sobre el papel de
las citoquinas en la patogénesis de la FM. Los resultados de estos estudios han sido
bastante contradictorios, ya que describen un perfil de citoquinas en pacientes con
FM, en algunos casos incrementadas , y en otros disminuidas en comparacion con la
poblacién sana. Ademas, también existen discrepancias en la correlacion de los
niveles séricos de citoquinas con las manifestaciones clinicas de la enfermedad. En
este sentido, hay estudios que reportan un incremento de los niveles séricos de IL-1R
e IL-8, pero no de IL-1(3, IL-2, IL-10, sIL-2R o IFN (Wallace et al, 2001), mientras que
otros autores demuestran en sus trabajos un aumento de los niveles séricos de IL-8 e
IL-2R, pero no de IL-1 e IL-6 (Gdur, et al.,, 2002b).Contrariamente, otros autores
muestran que las citoquinas pro-inflamatorias IL-2, IL-8 e TNF-a, no varian con
respecto a los controles sanos, mientras que las citoquinas anti-inflamatorias como la
IL-4 e IL-10 se encontraban disminuidas en pacientes con FM respecto a los controles
sanos (Uceyler et al; 2006).

Estudios mas recientes, realizados con técnicas de analisis de citoquinas mas
modernas basadas en la tecnologia Luminex, han descrito un incremento significativo
de los niveles de IL-8 y TNF-a, pero no de IL-6 en pacientes con FM comparados
con controles sanos. Los autores de este estudio consideran que los niveles elevados
de estas citoquinas estan implicados en la patologia de la FM pero no son causa
directa de las manifestaciones clinicas de la enfermedad, puesto que no encuentran
una relacion entre la intensidad del dolor y el nivel sérico de las citocinas estudiadas.
Ademas, observaron que la terapia farmacolégica modificadora del dolor utilizada en
estos pacientes modifico el perfil de citoquinas durante el periodo de estudio, ya que
antes del inicio de la terapia las concentraciones séricas circulantes del IL-8 e TNF-a

eran significativamente superiores en pacientes con FM comparadas con controles
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sanos, mientras que diez dias tras el inicio de la misma, los niveles de TNF-a se
normalizaron y los de IL-8 seguian siendo superiores que en controles sanos. Sin
embargo, estos estudios no detectaron diferencias entre los niveles de IL-6, y
citoquinas anti-inflamatorias como la IL-10 e IL-4 entre paciente con FM y controles
(Haili Wang, et al., 2008).

A diferencias, de los estudios previamente mencionados, los resultados del
presente estudio muestran niveles similares de citoquinas tanto pro-inflamatorias (IL-
1B, IL-6, IL-8; IL-17a, TNF-a, IFN-y), como anti-inflamatorias (IL-4, IL-10 y TGF-$3) en
el suero de pacientes con FM y de controles sanos.

Las diferencias entre los resultados obtenidos en nuestro estudio, respecto a otros
trabajos similares, publicados previamente, pueden ser debidas a diferencias
metodoldgicos, como por ejemplo el tamafio muestral, la utilizacion de unos criterios
de seleccion de los pacientes diferentes, a la utilizacion de técnicas analiticas
diferentes (ELISA, radioinmunoensayo, tecnologia Luminex, y ademas Kits
comerciales de distintos fabricantes) (Victoria Menzies, RN, et al. 2010), al perfil de
citoquinas analizado, o a la falta de grupos control adecuados. La mayoria de los
estudios que han tratado de relacionar los niveles de citoquinas en pacientes con FM,
son estudios transversales en los que probablemente no se han podido controlar
ciertos factores que pueden afectar a los niveles de citoquinas como el sexo, la
duracion de la enfermedad, el indice de masa corporal, y el uso de medicamentos
concomitantes. (Rodriguez-Pinto, et al., 2014; Uceyler, N., et al., 2011).

Otro factor que podria explicar las diferencias entre nuestros resultados y los de
otros estudios, seria la utilizacion de diferentes técnicas de laboratorio empleadas en
la cuantificacion de citoquinas, ya que los diferentes métodos empleados implican
diferencias en la recoleccion y tipo de muestra (suero, plasma, sobrenadante de

cultivos previamente estimulados con diversos mitdgenos).

Andlisis de polimorfismos genotipicos de citoquinas pro-
inflamatorias y anti-inflamatorias.

Se han llevado a cabo multitud de estudios para analizar los polimorfismos de los
genes de diferentes citoquinas, algunos de los cuales se han relacionado con los
niveles de expresion y produccion de las mismas. Ademas, varios estudios han

demostrado una asociacion de los polimorfismos de nucle6tido simple (SNP, single
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nucleotide polymorphisms) de distintas citoquinas con la susceptibilidad y severidad
de enfermedades autoinmunes e inflamatorias (Lilian Andrea Casas et al., 2008).
Teniendo en cuenta los estudios previamente mencionados y la hipétesis de una
posible alteracion de la regulacion de las citoquinas en la patogenia de la FM, en el
presente estudio investigamos la relacion entre los polimorfismos de los genes de las
citocinas pro-inflamatorias (IL-1p3, IL-6, IL-8; IL-17a, TNF-a, IFN-y) y anti-inflamatorias
(IL-4, IL-10 y TGF-B), y la susceptibilidad y curso clinico de la FM.

En primer lugar, se analizo la frecuencia de los polimorfismos de los genes de las
citoquinas pro-inflamatorias, IL1B (rs1143634 y rs16944), IL-6 (rs1800795), IL-8
(rs4073), IL-17a (rs2275913), IFNy (rs2430561), TNFa ( rs1800629 ) y de las
citoquinas anti-inflamatorias : IL-4 (VNTR) , IL-10 (rs 1800896, rs 1800871 y rs
1800872) y TGFB1 (rs1800470; rs1800469 ), en el grupo de pacientes con FM vy el
grupo control . Los resultados de dicho analisis revelaron una frecuencia similar de los
diferentes SNPs en ambos grupos.

En la misma linea que en nuestro estudio, otros trabajos tampoco han encontrado
asociaciones significativas entre los polimorfismos de las citoquinas y el desarrollo de
enfermedades inflamatorias y autoinmunes. En concreto, nuestros resultados
coinciden con un estudio que revela una falta de asociacion de los polimorfismosde
intron 3 de la IL-4 con el desarrollo FM (Su SY, et al., 2007). Ademas, otro estudio
publicado previamente en pacientes con psoriasis no encontré asociacion entre los
polimorfismos de la IL-10 y la enfermedad (Craven N, et al., 2001). De la misma
manera, varios estudios han mostrado una falta de asociacién entre el polimorfismo
del gen del TNF-a y la EA (Fraile A, et al., 1998). Sin embargo, otro estudio realizado
entre etnias en la poblacion alemana e inglesa, asocio dicha enfermedad al genotipo -
308 GG del TNF-a en la poblacion alemana (Hohler T, et al., 1998), pero no
encontraron asociaciéon en la poblacién inglesa, lo que pone en evidencia la
importancia de la variabilidad étnica en los estudios de asociacion entre los
polimorfismos genéticos y enfermedad.

Un metaandlisis realizado para estudiar la asociacion entre los polimorfismos del
gen del TGF-B1+869 T/ C, +915C/ Gy -509 T / C, con enfermedades autoinmunes
como LES y AR, mostré una falta de asociacion entre el polimorfismo +869 T/ C y el
LES. Ademas, no se encontré una asociacion entre los polimorfismos TGF-B1 +915 G
/| Co-509 C/Tyla RA o0 SLE (Lee YH,et al., 2017). Resultados similares se

observaron en otro metaandlisis previo realizado en el 2013, con pacientes con ES,
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en los que no se observd una asociacion entre el polimorfismo del gen TGF-1
(codon 10, codon 25, -509C / T) y la ES (Wan YN, et al., 2013).

A diferencia de los resultados obtenidos en el presente estudio, un trabajo
publicado en el afio 2013, encontré una asociacion entre el polimorfismo VNTR del
gen IL-4 de 70 pb con la susceptibilidad al desarrollo de FM (Yigit S, et al., 2013), sin
embargo para el resto de SNPs de las distintas citoquinas estudiadas en este trabajo,
no existen estudios similares publicados en la literatura cientifica, realizados en
pacientes con FM .

No obstante, existen numerosos trabajos que han descrito asociaciones entre los
polimorfismos de nucleétidos simple (SNPs) analizados en este trabajo y diferentes
patologias inflamatorias y autoinmunes.

En el caso de los polimorfismos del gen de la IL-1, un metaanalisis publicado en el
afio 2015, describi6 una asociacion entre el alelo A del polimorfismo IL-1 B en
posicion -511 (rs 16944) y el desarrollo de artritis reumatoide en caucasicos.(Lee YH
et al., 2015)

En el caso de gen promotor de la IL-6, se ha observado que el polimorfismo en la
posicion -174G> C (rs1800795), esta asociado con el riesgo de desarrollar AR (Sajad
Ahmad Dar, et al.,, 2017), y otras enfermedades inflamatorias (Nie G, et al., 2016 ;
Qian D, et al., 2017; Wang CY, et al., 2017). Concretamente, la presencia del alelo G
en este SNP, se ha descrito que produce una mayor trascripcion del gen de la IL-6 y
por ende una mayor produccion de IL-6 (Fishman D, et al., 1998), y se ha asociado
con una mayor susceptibilidad a desarrollar enfermedad periodontal y enfermedad
celiaca (Raunio T, et al.,, 2009). Ademas, el genotipo G/G se ha asociado con
susceptibilidad a desarrollar DM (Jahromi MM, et al., 2000).

Otros ejemplos de polimorfismos de citoquinas analizados en este trabajo, que han
sido asociados en la literatura cientificacon desarrollo de enfermedades inflamatorias
son el SNP (rs227513) del gen de la IL-17A (ArisawaT et al., 2008), los SNP -1082GG
y -592 CC del gen de la IL-10, en concreto el genotipo -1082 GG del gen de la 1L-10,
se ha asociado con elevada produccion de IL-10 en pacientes con IL-10 (Suarez A, et
al., 2005). Ademas, lo genotipos -1082 GG y -592 CC del gen IL-10 se ha asociado
con LES, y una alta produccién de IL-10. (Chong W, et al., 2004). En la poblacién
inglesa se ha encontrado una asociacion del alelo A del SNPs -1082 de la IL-10 con la

patogénesis de la AR juvenil (Fife M, et al., 2006).
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Lee y colaboradores realizaron un metaanalisis en el que analizaron el
polimorfismo -308 del TNF-a, de 21 estudios publicados y encontraron que este
polimorfismo puede conferir susceptibilidad a padecer LES en poblacion europea,
pero no en poblacion asiatica o africana (Lee Y,etal., 2006).0zen y colaboradores
encontraron asociacion del polimorfismo -308A del gen del TNF-a con la
susceptibilidad a padecer artritis idiopatica juvenil en un grupo de pacientes turcos,
pero esta asociacion no se reprodujo en pacientes checos, lo que podria indicar que
este polimorfismo puede actuar de manera diferente en funcion de la poblacion
estudiada (Ozen S, et al.,, 2002). De la misma manera, varios metaanalisis, uno
realizado en el afio 2013 y otro realizado en el afio 2017, mostraron una asociacion
entre el alelo T en posicion +869 del gen TGF-Bly la AR. Un analisis posterior en el
que se estratificO a los pacientes en funcion de su etnia indico que el alelo T se
encontraba asociado con AR en individuos asiaticos y arabes, pero no europeos (Lee
YH, et al., 2017; Zhang L,et al., 2013). Lo que nuevamente sefiala la importancia de la
variabilidad étnica en los estudios de asociacién entre los polimorfismos genéticos y
enfermedad.

Respecto al gen de la IL-8, un estudio realizado en poblacion China, ha sugerido
que el polimorfismo rs 4073 del gen de la IL-8, podria constituir un marcador para el
desarrollo primario de artritis gotosa primaria (Cui YX et al., 2016).

El gen que codifica el IFN-y, presenta un SNP en el intron 1 (+874 T/A) que esta
asociado con varias enfermedades autoinmunes e inflamatorias como la enfermedad
inflamatoria intestinal y la tuberculosis (Ito C, et al., 2006; RossouwM, et al., 2003).

Por otro lado, existen resultados contradictorios acerca del papel del alelo T del
polimorfismo IFN-y +874 T/ A, en la patogénesis del desorden bipolar, ya que algunos
estudios describen una asociacion de este alelo con la susceptibilidada desarrollar
esta enfermedad (Fatemi Nayeri M, et al 2019 ; Yoon H-K, et al., 2012), mientras que
otros estudios describen una asociacion del genotipo TT y del alelo T, con un efecto
protector frente al desarrollo del desorden bipolar (Clerici M, et al., 2009).

Por otra parte, analizamos la asociacion entre las manifestaciones clinicas de la FM
evaluadas mediante los diferentes test aplicados en este estudio, y el polimorfismo
genético de las citoquinas pro- y anti-inflamatorias.

Los resultados de este estudio revelaron una frecuencia aumentada del genotipo
heterocigoto G/A del SNP rs16944 del gen de la IL-1[3, en el grupo de pacientes con

una manifestacion de la enfermedad leve o moderada, segun el test FIQ, con
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respecto al grupo de pacientes con una manifestacion grave o muy grave de la
enfermedad, por el contrario, el genotipo homocigoto AA del SNP rs16944 del gen IL-
13, se encontré mas representado en el grupo de pacientes con manifestaciones de la
enfermedad grave o muy grave, segun test FIQ.

Para el SNP rs1143634 del gen de la IL-1[3, se observé que la frecuencia del
genotipo homocigoto AA, estaba incrementada en pacientes con una manifestacion
de la enfermedad de moderada a grave, segun la escala CGl, frente a aquellos
pacientes con una manifestacion de la enfermedad leve.

Nuestros resultados estan en consonancia con un estudio realizado en pacientes
con anemia de las células falciformes, los cuales tienen un estado de inflamatorio
cronico, en el que se observd que el genotipo AA del SNP en posicion +3954 G / A,
(rs1143634) del gen de la IL-1p, estaba asociado con los casos mas graves, lo cuales
presentaban complicaciones debido a hipertension pulmonar (Afifi RAA, et al., 2019).

En esta misma linea, existe otro estudio realizado en poblacién brasilefia que
asocia los SNP del gen de la IL-1( (-511G>A y + 3954G>A) con complicaciones de la
anemia de células falciformes, indicando que estos polimorfismos pueden actuar
como predictores genéticos de la heterogeneidad clinica de la enfermedad (Vicari P et
al., 2015).

Por el contrario, otros estudios como el realizado por Harrison et col, en pacientes
con artritis reumatoide, no han observado una asociacion directa entre el polimorfismo
IL-1 B (-511 A / G, rs16944), y las caracteristicas de gravedad clinica de la
enfermedad (Harrison Pet al., 2008)

Ademas, al estudiar las variaciones del VNTR de 70 pb de interleucina-4 (IL-4) e
pacientes con FM encontramos una mayor frecuencia del genotipo heterocigoto
3R/2R en pacientes con mejor calidad de Vida, segun el test CV, en comparacion con
aquellos que presentaban peor calidad de vida. Por el contrario, el genotipo
homocigoto 3R/3R se encontraba aumentado en aquellos pacientes con peor calidad
de vida, en comparacién con aquellos pacientes con mejor calidad de vida.

Contrariamente a nuestros resultados, un estudio publicado en el afio 2013 en el
que se estudio el polimorfismo de la IL-4 en pacientes turcos con FM, no encontrd una
asociacion entre las variaciones VNTR de 70 pares de bases del gen de la IL-4 y las
caracteristicas clinicas de la enfermedad (Yigit Set al., 2013).
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De manera similar, otro estudio realizado en poblacién China, reveld una ausencia
de asociacion entre el polimorfismo de la IL-4 y el desarrollo de ansiedad en
pacientes con FM. (Shan-Yu Su, et al., 2007)

El estudio del SNPs rs1800469 del gen del TGF[3, se observd un incremento de la
frecuencia del genotipo homocigoto AA en el grupo de pacientes con afectacion leve
en la calidad de vida, segun test calidad de vida, con respecto al grupo de pacientes
con afectacion moderada a grave. Ademas, se observdé un incremento de la
frecuencia del genotipo heterocigoto AG en el grupo de pacientes con ansiedad
severa 0 grave, segun test HARS, respecto al grupo de pacientes sin ansiedad o con
ansiedad leve, media 0 moderada, con respecto al grupo de pacientes con ansiedad
leve.

De manera similar a los resultados del presente estudio, un trabajo publicado en el
afio 2016, en pacientes con trastornos depresivos, encontré una asociacion del SNPs
en posicion +869 del gen TGF-[3, con el desarrollo de depresién, lo que sugiere una
asociacion de este SNPs con el desarrollo de depresion, la cual es una manifestacion
clinica muy comun en pacientes con FM. (Elena Ivanova-Genova' et al., 2016).

Para el resto de polimorfismos estudiados no hemos encontrado una asociacion
con las manifestaciones clinicas de la enfermedad. Sin embargo, algunos estudios
como el de Ito y colaboradores asocian el alelo T del polimorfismo de IFN-y +874 T /
A, con formas mas severas de tiroiditis de Hashimoto (Ito et al 2006). Mientras que
otros estudios asocian ciertos genotipos de la IL-10 con una manifestacion moderada
de la enfermedad segun la escala de Hamilton, en pacientes con depresion (Elena
Ivanova-Genova et al., 2016)

En definitiva, en el presente trabajo hemos encontrado una falta de asociacion de
los SNPs de las distintas citoquinas estudiadas y el desarrollo de FM, sin embargo si
hemos encontrado asociacion entre los SNPs rs16944, rs 1143634, de la IL- B, y la
gravedad de la enfermedad, VNTR de la IL-4 con la calidad de vida, y del SNP
rs1800469 del TGF- [ con el desarrollo de ansiedad en pacientes con FM. No
obstante, y debido a la casi total ausencia de estudios de asociacion entre los
polimorfismos de citoquinas y el desarrollo de FM, es necesario la realizacion de mas

estudios de este tipo para confirmar nuestros resultados.
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Influencia del polimorfismo de los genes HLA y KIR en el desarrollo

de la fibromialgia.

Polimorfismo HLA y FM.

El descubrimiento de asociaciones entre ciertas enfermedades y las moléculas HLA
ha proporcionado un fundamento firme para entender la etiologia de muchas
enfermedades (Trowsdale, 2011). La hipétesis general radica en que ciertos
polimorfismos de estos genes HLA codificarian para proteinas que contribuirian a la
pérdida de la tolerancia o facilitarian el desarrollo de autoinmunidad (Van Driel, I.R., et
al., 2002; Vyse, T.J.et al, 1996).

Se han descrito multiples asociaciones entre el polimorfismo HLA y el desarrollo de
enfermedades autoinmunes como la EA, la AR (Masson-Bessiee, C. et al., 2001; Van
Venrooij et al., 2000), la EG, la EM y el SS entre otras (Thorsby, E., 2011).

Para el caso de la FM, ciertos autores han sugerido un papel directo del sistema
HLA en la patogénesis de la enfermedad (Biasi GL et al., 1994; Hagrven SL, et al.,
1992), por lo que en el presente estudio, decidimos analizar la potencial asociacion
entre el polimorfismo HLA y la FM.

El estudio del polimorfismode los genes HLA de clase | (HLA-A, -B, -C) revel6 una
ausencia de asociacion entre los distintos alelos HLA y la susceptibilidad a desarrollar
FM. Asimismo, tampoco se encontrd una asociacion entre dichos polimorfismos y las
manifestaciones clinicas de la enfermedad.

Respecto al polimorfismo de los genes HLA de clase Il (HLA-DRB1) estudiados,
encontramos una frecuencia significativamente disminuida del alelo HLA-DRB1*04, en
el grupo de pacientes con FM con respecto al grupo control, lo que revela un posible
efecto protector de este alelo frente al desarrollo de esta enfermedad. Por el
contrario, no encontramos una asociacion significativa entre los polimorfismos los

genes HLA de clase Il y las manifestaciones clinicas de la enfermedad.

Existen varios estudios publicados dos o tres décadas atras, en los que se estudio
el polimorfismo de los genes HLA en pacientes con FM y dolor crénico(Burda CD,et
al., 1986 ; Hgrven S, et al., 1992; Biasi G et al., 1994; Branco JC, et al., 1996;Yunus
MB. 1998). Aungue los resultados de estos estudios no han sido muy consistentes,
alguno de ellos ha encontrado una asociacion entre los alelos HLA-B58, HLA-DR4,
HLA-DRS5, y HLA-DR8 vy el desarrollo de FM y dolor cronico (Burda CD, et al., 1986;
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Branco JC, et al., 1996). En concreto, el estudio realizado por Burda et al., encontro
una asociacion del alelo DR4 con la susceptibilidad a padecer FM (Burda CD, et al.,
1986), este resultado va en contra de los resultados obtenidos en nuestro trabajo en
los que hemos encontrado una asociacion de este alelo con un efecto protector a
desarrollar FM. Estas discrepancias, son bastante comunes en estudios de asociacion
entre polimorfismos genéticos y enfermedad, y pueden ser debidas a diferencias
étnicas, al uso de distintos criterios de clasificacién de los pacientes, e incluso a
diferencias metodoldgicas.

Por el contrario, otros trabajos no han sido capaces de demostrar una asociacion
entre los polimorfismos de los genes HLA y el desarrollo de FM, (Yunus MB. Et al.
1998; Biasi Get al., 1994; Hagrven S, et al., 1992)

Ademas, esta ausencia de asociacion entre los polimorfismos HLA y la FM, ha sido
confirmada recientemente en estudios de GWAS (Genome-wide association studies),
(Jacob N.Ablin, et al., 2015) donde se ha observado una asociacién de regiones
especificas que se encuentran en la region cromosémica 17p11.2eqll.2 en la cual se
encuentran dos potenciales genes candidatos como son el gen transportador de la
serotonina (SLC6A4) y el receptor de potencial transitorio valinoide 2 (TRPV2). Lo
cual va en la linea de que no existe una asociacioén consistente entre la region HLA y
la FM.

Influencia del polimorfismo de los genes KIR y los ligandos HLA-I en

el desarrollo de la fibromialgia.

El alto grado de polimorfismo de los receptores KIR y sus correspondientes
ligandos HLA, confiere a estas moléculas un considerable potencial como marcadores
de susceptibilidad y/o progresion en un amplio grupo de enfermedades inflamatorias o
autoinmunes (M. Carrington et al., 2006).

Debido a ello, en el presente trabajo se ha estudiado la influencia del polimorfismo
de los genes KIR, la influencia de los genotipos KIR (AA y BX) y la de los ligandos
HLA de clase | de los receptores KIR, en la susceptibilidad y manifestaciones clinicas
de un grupo de pacientes con FM provenientes de la regién de Murcia.

El estudio individual de los genes KIRi y KIRa, los genotipos KIR (AA y BX) y los
ligandos HLA clase-l en la poblacion de pacientes con FM en comparacion con el
grupo control, no ha revelado asociaciones significativas. Asimismo, el analisis de la

frecuencia de los genes KIRi y KIRa, los genotipos KIR (AA 'y BX) y los ligandos HLA
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clase-l en pacientes con FM segregados en diferentes grupos en funcién de las
manifestaciones clinicas de la enfermedad, mostré frecuencias similares en los
distintos grupos. Por lo tanto, no se encontré ninguna asociacion de los genes KIR y
sus ligandos con la susceptibilidad a desarrollar FM, ni con las caracteristicas clinicas
de la enfermedad. Sin embargo, y debido a la ausencia de estudios previos de
asociacion entre el polimorfismo de los genes KIR y sus ligandos y la FM en la
literatura cientifica, no hemos podido contrastar nuestros resultados, por lo que es
necesaria la realizacion de trabajos similares para poder confirmar los resultados
obtenidos en este trabajo.

No obstante, existen numerosos estudios que han asociado el polimorfismo de los
genes KIR y sus ligandos HLA clase-l con el desarrollo de otras enfermedades
autoinmunes e inflamatorias (Tajik et al., 2011; Aranda-Romo et al., 2012). En estos
estudios, se sugiere la existencia de un desequilibrio en el balance entre las sefales
activadoras proporcionadas por la interaccion entre los receptores KIRa y sus
ligandos, y las sefales inhibitorias proporcionadas por la interaccion entre los
receptores KIRi y sus ligandos. De tal manera que cuando este desequilibrio se
produce en favor de las sefales activadoras (Wilson TJ, et al 2010 ; Sun HS, et al.,
2019 ), puede afectar a la funcion de las células NK y las células T, dando lugar a
una sobreproduccién de citoquinas locales y sistémicas que pueden contribuir a la
patogénesis de dichas enfermedades.

En esta linea, hay que destacar la publicacion de un estudio realizado en poblacion
China, en el que se ha demostrado que la activacién del receptor KIR2DS1 solo o en
combinacion con el ligando C1 en homocigosis (genotipo HLA-C1C1, que indica la
ausencia de ligandos HLA C2 para su receptor inhibidor homologo KIR2DL1) esta
asociada con la susceptibilidad a desarrollar artritis reactiva, mientras que la
presencia del receptor KIR2DL2 en combinacion con el ligando HLA-C1 esta
asociada con la proteccion contra la enfermedad (Sun HS, et al., 2019)

Otro estudio realizado en poblacion mexicana con pacientes con esclerosis
sistémica (SSc),observo que los genes KIR2DL2 y KIR2DS4 podrian tener un papel
relevante en el riesgo de desarrollar SSc, pero no demostraron una asociacion de
dichos genes con las manifestaciones clinicas de la enfermedad (Machado-Sulbaran
AC.et al., 2019).

En este mismo estudio, los autores también observaron que el genotipo Bx fue el

mas representado y se asocid con riesgo de desarrollar SSc. En contra de estos
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resultados, nuestro estudio no encontr0 una asociacion entre los genotipos KIR
(genotipos AA y genotipo Bx) y el desarrollo y pronéstico de la FM, al comparar el
grupo de pacientes con FM y el grupo control.

De la misma manera, otro trabajo realizado en Japon en pacientes con EIll, mostro
que los pares HLA-Bw4 y KIR-HLA pueden jugar un papel importante en la
susceptibilidad genética a la dicha enfermedad (Saito H, et al., 2018).

Adicionalmente, un trabajo realizado en poblacion irani encontré una asociacion
entre los genes KIR, los ligandos HLA y la ES. En este estudio, de forma similar al
nuestro, los genes KIR estudiados individualmente no se asociaron con el riesgo de
desarrollar SSc, aunque si observaron que existe una relacion importante entre
determinadas combinaciones de los genes KIR y sus ligandos HLA de clase | con el
desarrollo de la enfermedad (Mahmoudi M, et al., 2017).

Por el contrario, un metaanalisis realizado en el afio 2017, sugirio que el
polimorfismo KIR2DL1 y 2DS1 podria ser un factor protector potencial para la DMT1
en la etnia especifica (Liu SL et al., 2017).

En definitiva, la evidencia cientifica ha demostrado un papel relevante de los genes
KIR y sus ligandos HLA-Clase | en multitud de enfermedades inflamatorias y
autoinmunes, sin embargo para determinar su papel en el desarrollo y prondstico de
la FM, seria necesaria la realizacién de otros estudios con series de pacientes mas

amplias y a ser posible con pacientes de diferentes etnias.
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CONCLUSIONES:

1. Los niveles de serotonina se encuentran disminuidos en el suero de los pacientes
con FM pero no parecen asociarse con la severidad de las manifestaciones clinicas

de la enfermedad.

2. La prevalencia de ACS anti-serotonina IgG e IgM y los niveles séricos de estos

ACS se encuentran aumentados en pacientes con FM respecto a la poblacion sana.

3. La prevalencia de ACS anti-serotonina IgG e IgM es mayor en pacientes de FM con
niveles de ansiedad moderada, severa 0 grave que en pacientes con niveles de
ansiedad leve, lo que sugiere una asociacion de estos ACS con formas mas severas

de la enfermedad.

4. Los niveles séricos de las citoquinas pro-inflamatorias (IL-1(, IL-6, IL-8, TNF-a, IL-
17a e IFN-y) y anti-inflamatorias (IL-4, IL-10 y TGF-) estudiadas son similares en
pacientes con FM y en la poblacién sana.

5. Los SNPs de los genes de las citoquinas pro-inflamatorias (IL-1f3, IL-6, IL-8, TNF-q,
IL-17a e IFN-y) y anti-inflamatorias (IL-4, IL-10 y TGF-B) estudiadas no parecen

asociarse con la susceptibilidad al desarrollo de FM.

6. El genotipo AA del SNP rs16944 del gen de la IL-13 se asocia con una
manifestacion grave o muy grave de la enfermedad segun el test FIQ en pacientes
con FM, por el contrario, la presencia del genotipo GA de este SNP se asocia con una

manifestacion mas leve de la enfermedad.

7. El genotipo AA del SNP rs1143634 del gen de la IL-13 se asocia con una

manifestacion moderada o grave de la FM segun el test CGl.

8. El genotipo 3R/3R de la regién VNTR del gen de la IL-4 se asocia con una peor
calidad de vida en pacientes con FM, por el contrario el genotipo 2R/3R se asocia a

una mejor calidad de vida de los mismos.

9. El genotipo GG del SNP rs1800469 del gen del TGF- se asocia a una mejor
calidad de vida de los pacientes con FM, por el contrario el genotipo AG se asocia con

niveles de ansiedad severa o grave en estos pacientes.
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10. El polimorfismo de los genes KIR y HLA no se asocia con la susceptibilidad a

desarrollar FM ni con las manifestaciones clinica de la misma.

11. Este trabajo confirma que la FM, ademas de estar condicionada por factores
genéticos, desde el punto de vista inmunolégico puede tener mecanismos
etiopatogénicos diferentes como son los fendmenos autoinmunes o los fendmenos de
desregulacion de los mecanismos inflamatorios, hecho que puede tener relevancia
clinica a la hora de evaluar adecuadamente a los pacientes asi como para poder

disefiar tratamientos mas personalizados.
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Anexo

ANEXO 1

DOCUMENTO DE CONSENTIMIENTO INFORMADO PARA LA OBTENCION DE
MUESTRAS BIOLOGICAS DEL PACIENTE EN EL PROYECTO DE INVESTIGACION
DENOMINADO: EVALUACION INMUNOLOGICA EN LA FIBROMIALGIA.

LaLey 14/2007, de 3 de julio, de Investigacion biomédica, establece en su articulo 58 que la obtencion
de muestras biologicas con fines de investigacion biomédica podra realizarse Unicamente cuando se
haya obtenido previamente el consentimiento escrito del sujeto fuente y previa informacién de las
consecuenciasy |os riesgos que pueda suponer tal obtencion para su salud.

De conformidad alo previsto en e articulo 59 de la citada L ey, se le informa de | os siguientes extremos:

a) Lafinaidad de la investigacion es determinar € papel de los mecanismos autoinmunes (ACS
anti-serotonina y anti-gangliosidos) y/o inflamatorios (citocinas pro- y anti-inflamatorias) en la
fisiopatologia de la fibromialgia (FM) e identificar si 1os genes de los receptores KIR presentan
a guna asociacién con la susceptibilidad o l1a evolucién de la misma.

b) Los beneficios esperados consistirian en contribuir al mejor conocimiento de la enfermedad y
conocer S estos parametros sirven como marcadores biol 6gicos para el diagnostico, prondstico,
valoracion de larespuestad tratamiento y/o € disefio de terapias especificasen laFM.

¢) El unico inconveniente vinculado con la donacion y obtencién de las muestras es € riesgo
asociado ala extraccion de sangre, leve en la mayoria de los casos.

d) Los responsables de la investigacidn son los Dres. Garcia Alonso, Martinez Leon, BermUdez
Torrente, Lozano Pérez, Montoya Peris, Salgado Cecilia, Boix Giner, Martinez Garcia, Legaz
Pérez y se comprometen a asegurar la intimidad y confidencialidad de los datos de caracter
personal de los sujetos incluidos en este estudio.

e) El lugar de realizaciéon del andlisis y destino de la muestra a término de la investigacion sera el
laboratorio del Hospital Universitario "Virgen de la Arrixaca'. Los pacientes incluidos en €
estudio pertenecen a area |l de salud de Murciay de la asociacion de pacientes de Fibromialgia
y Fatiga Crénica de Murcia. Se seleccionaran pacientes y controles tras una entrevista para
evaluar su estado de salud y verificar que cumplen con los criterios de inclusion. Al grupo de
pacientes se les realizaran revisiones médicas con extracciones de sangre periférica cada seis
meses y en las recaidas 0 exacerbacion de la enfermedad, y a los individuos control se les
realizara una unica extraccion. La duracion del estudio es de 3 afios.

f) Se garantiza la total confidencialidad de la informacion obtenida, Unicamente accediendo a la
informacion obtenidalos Dres. responsables de la Investigacion.

g) Existe la posibilidad de que se obtenga informacion relativa a su salud derivada de los andlisis
genéticos que se realicen sobre su muestra biol égica.

h) El presente proyecto de investigacion ha obtenido con fecha 29/03/2011 informe favorable del
Comité Etico de Investigacion Clinica del "Hospital Universitario Virgen dela Arrixaca'.

He sido informado de que mi participacidn en este estudio es totalmente voluntaria y que € presente
consentimiento puede ser revocado, totalmente o para determinados fines, en cualquier momento.
Cuando larevocacion se refiera a cualquier uso de la muestra, se procedera a su inmediata destruccion,
sin perjuicio de la conservacion de los datos resultantes de las investigaciones que se hubiesen realizado
con carécter previo.

He leido y comprendido en su totalidad este documento y doy mi consentimiento expreso para que se
obtengan las muestras biol6gicas referidas mediante la realizacion de los andisis y pruebas oportunas,
asi como también consiento en que estas muestras puedan ser almacenadas para futuros estudios
clinicos.

Para que asi conste firmo €l presente documento en Murciaa............ de.............. de 201...

Fdo:
D.N.I. del paciente:
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