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RESUMEN 

La fibromialgia (FM) es una forma de reumatismo no articular de etiología 

desconocida, aunque se la ha relacionado con un incremento del nivel de estrés oxidativo y 

alteraciones inflamatorias. Este hecho dificulta su diagnóstico y tratamiento, haciendo 

imprescindible una investigación multidisciplinar en este campo. La proteómica permite el 

análisis sistemático y con gran sensibilidad de las proteínas que se expresan en muestras 

complejas. Por tanto, se está convirtiendo en una técnica clave en clínica como herramienta 

de aproximación diagnóstica. El aceite de oliva virgen extra (AOVE) y el hidroxitirosol (HT), uno 

de sus fenoles más estudiados, poseen numerosas propiedades beneficiosas entre las que 

destacan su capacidad antioxidante y antiinflamatoria. En esta tesis, mediante proteómica, se 

caracterizan los cambios moleculares asociados a la FM en plasma y en fibroblastos dermales, 

así como el efecto que sobre los mismos ejercen el AOVE y el HT, respectivamente. Los 

resultados indican que en el plasma de las pacientes de FM se altera la expresión de 33 

proteínas y se modifican 25 rutas moleculares, siendo las de mayor significación estadística: 

(i) la señalización de respuesta de fase aguda, (ii) el sistema del complemento, (iii) el sistema 

de la coagulación, (iv) la activación del receptor hepático X (LXR)/receptor retinoide X (RXR) y 

(v) la activación del receptor farnesoide X (FXR)/receptor retinoide X (RXR). El consumo de 

AOVE logró normalizar los niveles de expresión de 7 proteínas (ACTB, APOC2, APOL1, CBG, 

FIBG, SAA4, THBG) relevantes en estas rutas. Por otra parte, el análisis en fibroblastos 

dermales detectó la alteración en FM de 357 proteínas implicadas en múltiples procesos 

biológicos, la mayoría de ellos encuadrados en la homeostasis de la matriz extracelular y el 

metabolismo oxidativo, ambos estrechamente relacionados con la inflamación. El tratamiento 

con HT revirtió la expresión de 91 proteínas implicadas en estos procesos. En definitiva, el 

análisis proteómico confirma la implicación en FM de procesos biológicos relacionados con la 

inflamación y el metabolismo lipídico, así como la acción normalizadora que sobre estos 

ejercen el AOVE y el HT.  
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ABREVIATURAS 

AAPT Iniciativa ACTTION-APS para la taxonomía del dolor 

ACR Colegio Americano de Reumatología 

ACTTION Asociación público-privada para la Transmisión, la Innovación, las 

Oportunidades y las Redes de Ensayos Clínicos de Analgésicos, 

Anestésicos y Adicciones 

AOR Aceite de Oliva Refinado 

AOV Aceite de Oliva Virgen 

AOVE Aceite de Oliva Virgen Extra 

APS Sociedad Americana del Dolor 

AUC Área bajo la curva 

CAT Catalasa 

COI Consejo Oleícola Internacional 

DCF Diclorofluoresceína 
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DM Dieta Mediterránea 
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ERN Especies reactivas de nitrógeno 

ERO Especies reactivas de oxígeno 
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IPA Ingenuity Pathway Analysis 

KEGG Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes 
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I.1 FIBROMIALGIA 

I.1.1 Generalidades 

La fibromialgia (FM) es una enfermedad 

crónica y compleja, de etiología aún desconocida que 

cursa con dolor músculo-esquelético generalizado 

(Krsnich-Shriwise, 1997). Este dolor suele ir 

acompañado de una fuerte rigidez articular y una alta 

sensibilidad en músculos y tendones que provocan un 

mal descanso nocturno y un estado de fatiga 

generalizada (Jahan et al., 2012; Prados y Miró, 2012; 

fig. 1).  

La trascendencia de esta enfermedad ha aumentado considerablemente en los últimos 

años hasta el punto de llegar a convertirse en un problema sanitario de primer nivel. En este 

sentido, los estudios más recientes sitúan su prevalencia entre un 0,2 y un 6,6 % de la 

población mundial (Marques et al., 2017; fig. 2), siendo la mayor parte de los afectados (hasta 

un 89 %) mujeres (Sumpton y Moulin, 2014). En España el porcentaje de personas que sufren 

FM supera el 2 %, con el doble de casos de mujeres por cada hombre diagnosticado, siendo 

más más frecuente entre los 46 y los 60 años (Mas et al., 2008); aunque este dato puede variar 

en función del criterio diagnóstico utilizado (Jones et al., 2015). 

 

Figura 2. Prevalencia mundial de la FM. Datos recopilados de diversos estudios de 
investigación publicados entre 2004 y 2014 (Marques et al., 2017).  

Figura 1. Síntomas asociados a FM 
(Häggström, 2014). 
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La Organización Mundial de la Salud, en la última edición de la Clasificación 

Internacional de Enfermedades, encuadra la FM dentro del grupo de patologías de Dolor 

Primario Crónico (código MG30.0) junto al Síndrome del Dolor Crónico Difuso (World Health 

Organization, 2018). Sin embargo, la poca especificidad de los síntomas asociados a ella 

dificulta el establecimiento de un diagnóstico diferencial (Haüser et al., 2017). Esto supone un 

grave problema, puesto que es frecuente la asociación de la FM con patologías de origen muy 

diverso como el síndrome del intestino irritable (Hausteiner-Wiehle y Henningsen, 2014), 

alteraciones de tipo reumático como la artritis reumatoide o el lupus eritematoso sistémico 

(Haliloglu et al., 2014) y patologías de carácter psicológico como la depresión, el estrés o la 

ansiedad (Alok et al., 2011).  

 

I.1.2 Etiología 

Pese a los numerosos estudios que se iniciaron en los años noventa y que aún 

continúan, la FM sigue siendo un complejo rompecabezas de etiopatogenia desconocida. Así, 

en los últimos años se han valorado múltiples factores que podrían estar implicados en su 

aparición y desarrollo. Entre estos factores destacan la predisposición genética (Park et al., 

2015), problemas a nivel de sensibilidad central (Ablin et al., 2008), trastornos inflamatorios y 

oxidativos (Atzeni et al., 2019; Coskun Benlidayi, 2019) e incluso desajustes hormonales 

(Bramwell, 2010). 

Respecto a la susceptibilidad genética, se ha encontrado relación entre diferentes 

polimorfismos y el mal funcionamiento de los sistemas serotoninérgico y catecolaminérgico. 

Este hecho podría explicar las alteraciones en la percepción del dolor, la falta de control 

anímico o la dificultad en la gestión del descanso, características típicas de la FM. Así, en dos 

estudios independientes con distintas cohortes de pacientes se detectó la misma versión corta 

del promotor del transportador de la serotonina. Esta mutación, causada por una deleción de 

44 pares de bases del brazo largo del cromosoma 17 (17q11.2), está posiblemente asociada al 

desarrollo de la patología (Offenbaecher et al., 1999; Cohen et al., 2002), pues conlleva la 

disminución de la expresión del transportador de la serotonina dificultando la entrada a las 

células de este neurotransmisor. Además, esta misma mutación se relaciona con la aparición 

de alteraciones psicológicas relacionadas con la ansiedad (Lesch et al., 1996). Del mismo 

modo, haplotipos determinados de los polimorfismos rs6269, rs4633, rs4818 y rs4680 del gen 
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de la catecol O-metiltransferasa provocan una menor expresión de esta enzima implicada en 

la degradación de las catecolaminas y un umbral menor de sensibilidad térmica y del dolor en 

las pacientes de FM (Martínez-Jauand et al., 2013). En una cohorte más amplia de pacientes 

españolas, Estévez-López y colaboradores (2018) han vinculado la existencia de dos 

polimorfismos (el rs841, en el gen de la guanosina trifosfato ciclohidrolasa y el rs2097903, en 

el gen de la catecol O-metiltransferasa) con una mayor susceptibilidad a padecer esta 

enfermedad subrayando, de nuevo, la posible implicación del sistema catecolaminérgico en la 

patología. En esta línea, también se ha encontrado relación entre la FM y un polimorfismo del 

gen que codifica al receptor D4 de la dopamina. Concretamente, se observaron diferencias en 

el número de repeticiones del exón III que se asociaban a puntuaciones distintas en los test 

psicológicos y de personalidad de las pacientes (Buskila et al., 2004). En este sentido, nuestro 

grupo ha encontrado desajustes en los niveles de dopamina y norepinefrina en enfermas de 

FM (Rus et al., 2018), resultado que refuerza el vínculo entre la alteración de ciertos 

neurotransmisores y la patología. Pero la genética también parece afectar a otros niveles en 

la FM. Así, el estudio llevado a cabo por Lukkahatai y colaboradores (2018), basado en la 

aplicación de un algoritmo predictivo sobre datos transcriptómicos de sangre total de 

pacientes de FM, ha descubierto un total de 57 genes cuya expresión podría ser 

discriminatoria entre personas sanas y pacientes de FM. Estos genes estaban asociados con la 

señalización por glutamato, la fosforilación oxidativa y la función mitocondrial. De hecho, en 

el genoma de la mitocondria se han localizado diferencias genéticas asociadas a la FM. 

Concretamente, en un modelo in vitro de fibroblastos de una paciente se observó una 

mutación puntual en el gen mitocondrial del citocromo b (mtCYB, m.5804T>C; Cordero et al., 

2016). Esta mutación se asoció con un aumento del estrés oxidativo y de la expresión del 

inflamasoma NLRP3, complejo proteico encargado del reconocimiento de patrones 

moleculares desencadenantes de procesos tan importantes como la apoptosis o la respuesta 

inflamatoria inmune innata (Shao et al., 2015).  

Existe un buen número de investigaciones que relacionan a la FM con un estado 

proinflamatorio. La respuesta inflamatoria se caracteriza, entre otros, por vasodilatación en 

la zona, aumento en la permeabilidad capilar y migración de granulocitos y monocitos a los 

tejidos (Guyton et al., 1971). En este sentido, se ha estudiado la relación entre la proporción 

de las distintas subploblaciones de monocitos circulantes y síntomas de la FM como la 
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intensidad del dolor o el estrés. Taylor y colaboradores (2016) observaron una correlación 

inversa entre los niveles de monocitos clásicos (CD14+/CD16-) e intermedios (CD14+/CD16+) y 

la intensidad del dolor en las pacientes, circunstancia que podría ocurrir como consecuencia 

de la migración de estas células a los tejidos. No obstante, el origen de estos trastornos 

inflamatorios que subyacen en la FM sigue sin esclarecerse en la actualidad. Se ha sugerido 

que la inflamación que tiene lugar en los tejidos 

periféricos, el cerebro y la columna vertebral en 

las pacientes de FM podría tener un origen 

neurológico (Littlejohn y Guymer, 2018). En este 

sentido, un reciente metaanálisis indica la 

elevada prevalencia de la neuropatía de fibras 

pequeñas (hasta un 49 %) en las pacientes de 

FM (Grayston et al., 2019). La inflamación 

también se ha asociado a otras causas, como a 

la existencia de disfunciones mitocondriales, ya 

citadas, que se relacionan con una mayor 

concentración de especies reactivas de oxígeno 

(ERO) en las células mononucleares de la sangre 

procedente de pacientes (Cordero et al., 

2013b). Particularmente, se ha establecido una estrecha relación entre el estrés causado por 

las ERO y las especies reactivas de nitrógeno (ERN), la disfunción mitocondrial y uno de los 

síntomas más característicos de la FM: la alteración en la percepción del dolor debida al 

aumento de la sensibilidad central (Meeus et al., 2013; fig. 3). Este síntoma también se ha 

relacionado con niveles mayores de la sustancia P en el líquido cefalorraquídeo (Russell et al., 

1994; Liu et al., 1995; Bradley et al., 1996). A los estudios mencionados con anterioridad, hay 

que añadir otros como el de Altindag y Celik (2006), en el que se demostró que la capacidad 

antioxidante total de las pacientes de FM estaba inversamente correlacionada con la 

intensidad del dolor que estas percibían, medida en términos de puntuación en la escala visual 

analógica (EVA). También se ha comprobado que estas pacientes podrían tener en suero 

niveles menores de glutatión reducido (GSH) y catalasa (CAT), dos potentes antioxidantes 

(Sendur et al., 2009). En línea con esta hipótesis, el trabajo de Sánchez-Domínguez y 

colaboradores (2015) confirmó la coexistencia de niveles elevados de estrés oxidativo y una 

Figura 3. Modelo propuesto por Meeus y 
colaboradores (2013) para explicar la relación 
entre el estrés oxidativo y nitrosativo, la 
disfunción mitocondrial, la percepción del 
dolor y la sensibilización periférica y central. 
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importante disfunción mitocondrial en biopsias de piel de enfermas de FM. Nuestro grupo 

también encontró un incremento en el nivel de peroxidación lipídica y del daño oxidativo en 

el ADN (La Rubia et al., 2013) asociada con un aumento en los niveles de proteína C reactiva 

(PCR; Rus et al., 2016a).  

Las alteraciones músculo-esqueléticas y de fatiga crónica que sufren las pacientes de 

FM también se han relacionado con desajustes hormonales a nivel del eje hipotalámico-

hipofisario-adrenal (HHA; Harbeck et al., 2013). Este vínculo se ha estudiado durante décadas 

(Demitrack y Crofford, 1998), comprobándose que en estas pacientes existe una alteración en 

la secreción circadiana de la hormona cortisol (Fatima et al., 2013). Esta hormona esteroidea 

es producida en la glándula suprarrenal y cuenta con multitud de funciones homeostáticas 

como el control del metabolismo glucídico (Christiansen et al., 2007), la gestión de la 

respuesta inflamatoria (Nijm y Jonasson, 2009) o la regulación de la presión sanguínea 

(Nystrom et al., 1998). Además, Barceló-Martínez y colaboradores (2018) han comprobado 

que los niveles de cortisol en el suero de las pacientes están fuertemente influenciados por 

factores neurofisiológicos como la flexibilidad cognitiva o la memoria. De hecho, el cortisol se 

eleva en pacientes de FM sometidos a estrés psicosocial en comparación con personas sanas 

(Coppens et al., 2018), apuntando también a la relación entre la patología y una alteración del 

eje HHA. Igualmente, se ha sugerido que la FM podría estar asociada a alteraciones en los 

niveles de la hormona del crecimiento, secretada por la adenohipófisis, que presenta niveles 

bajos en enfermas de FM severa (Cuatrecasas et al., 2010). Este hecho ha sido confirmado 

recientemente en otra cohorte de 60 pacientes de FM que, además de presentar niveles 

significativamente menores que las personas sanas de la hormona del crecimiento, mostraron 

niveles menores del factor de crecimiento similar a la insulina tipo 1 y niveles mayores de 

leptina. Estos resultados vinculan la patología con posibles alteraciones del eje HHA y del 

metabolismo energético (Koca et al., 2018). De hecho, ya se llevó a cabo un ensayo clínico de 

administración de hormona del crecimiento en bajas dosis como coadyuvante en pacientes 

de FM severa que también presentaban niveles reducidos del factor de crecimiento similar a 

la insulina tipo 1. Como resultado, este tratamiento redujo el dolor a largo plazo (Cuatrecasas 

et al., 2012; www.clinicaltrials.gov/, NCT00933686). 

https://clinicaltrials.gov/ct2/show/NCT00933686
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I.1.3 Diagnóstico 

La falta de consenso sobre la etiopatogenia de la FM hace que su diagnóstico siga 

estando apoyado únicamente en datos clínicos. El criterio tradicionalmente utilizado es el del 

Colegio Americano de Reumatología (ACR; Wolfe et al., 1990). Este criterio está basado en la 

detección del umbral de dolor en los puntos gatillo sobre los que se realiza una presión de 2 a 

4 kg/cm2 (fig. 4). Para un diagnóstico positivo, el dolor ha de manifestarse en, al menos, 11 de 

estos 18 puntos que se reparten por el cuerpo de la siguiente forma: 

i. Occipucio: bilateral, en las inserciones del 

músculo occipital. 

ii. Cervicales bajas: bilateral, en los aspectos 

anteriores de los espacios intertransversales 

de las vértebras C5 y C6. 

iii. Trapecio: bilateral, en el punto intermedio 

del borde superior del músculo. 

iv. Supraespinoso: bilateral sobre la espina 

escapular junto al borde medial. 

v. Segunda costilla: bilateral, en la segunda 

unión costocondral. 

vi. Epicóndilo lateral: bilateral, a 2 cm de los 

epicóndilos. 

vii. Glúteo: bilateral, en los cuadrantes superiores externos de las nalgas, en el pliegue 

anterior del músculo. 

viii. Trocánter mayor: bilateral, posterior a la prominencia troncantérica. 

ix. Rodilla: bilateral, en la almohadilla medial proximal a la línea de la articulación. 

No obstante, en 2010 el ACR modificó los criterios (Wolfe et al., 2011) y se comenzaron 

a considerar una serie de síntomas que hasta ese momento no habían sido valorados. 

Concretamente, se eliminó la palpación de los puntos gatillo y se introdujeron los conceptos 

de índice de dolor generalizado y la puntuación de la severidad de los síntomas. De esta forma, 

el diagnóstico pasó a basarse en una encuesta clínica que tiene en consideración factores 

como el sueño no reparador, fatiga, síntomas cognitivos y somáticos asociados, así como la 

percepción del dolor por parte del propio paciente. En esta línea, se han llegado a desarrollar 

Figura 4. Localización de los puntos 
gatillo (Wolfe et al., 1990).  
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herramientas diagnósticas complementarias a los criterios del ACR, basadas en cuestionarios 

que incluyen todos los puntos citados anteriormente (Baron et al., 2014). Uno de los más 

extendidos es el cuestionario FiRST (Fibromyalgia Rapid Screening Tool; Perrot, Bouhassira et 

al., 2010), validado en distintas cohortes de pacientes (Torres et al., 2013, Collado et al., 2016).   

Asimismo, se ha evaluado la capacidad diagnóstica de diferentes test de valoración del dolor 

(de la Coba et al., 2018). No obstante, el mayor avance en el diagnóstico de esta enfermedad 

se ha publicado en el trabajo de Arnold y colaboradores (2018), en el que se establecen las 

pautas para el diagnóstico diferencial de las distintas patologías relacionadas con el dolor. Este 

trabajo ha sido promovido y desarrollado por la Asociación público-privada para la 

Transmisión, la Innovación, las Oportunidades y las Redes de Ensayos Clínicos de Analgésicos, 

Anestésicos y Adicciones (ACTTION). Esta asociación, en colaboración con la Administración 

de Alimentos y Medicamentos (FDA) y la Sociedad del Dolor (APS) americanas, puso en marcha 

la iniciativa ACTTION-APS para la Taxonomía del Dolor (AAPT), que contaba entre sus 

componentes con un importante número de expertos en FM. Así, en el nuevo criterio 

diagnóstico se implican las 5 dimensiones que la AAPT distingue para abordar el diagnóstico 

de este tipo de enfermedades: 

i. Dimensión 1: criterios diferenciales de diagnóstico. En esta dimensión, el paciente 

deberá mostrar dolor en, al menos, 6 de las 9 zonas establecidas: cabeza, brazos, 

pecho, abdomen, zona superior e inferior de la espalda y piernas. Este dolor deberá 

haber sido persistente durante un mínimo de 3 meses e ir acompañado de alteraciones 

del sueño moderadas/severas o fatiga. 

ii. Dimensión 2: características comunes a otras patologías que pueden ayudar a 

diagnosticar la FM como la rigidez muscular, la sensibilidad central o los problemas 

cognitivos (falta de concentración, problemas con la memoria, etc.). 

iii. Dimensión 3: comorbilidades médicas y psiquiátricas comunes como las migrañas, el 

síndrome del intestino irritable, la artritis reumatoide, el estrés y la ansiedad, entre 

otras muchas. 

iv. Dimensión 4: consecuencias neurobiológicas, psicosociales y funcionales. Esta 

dimensión incluye aquellas consecuencias a largo plazo de padecer la enfermedad. 

v. Dimensión 5: posibles mecanismos neurobiológicos, psicosociales, factores de riesgo 

y factores preventivos implicados en la patología. 
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Aunque el diagnóstico que la AAPT propone es el más completo hasta la fecha, aún no 

se ha encontrado un análisis clínico o de imagen certero que pueda basarse en biomarcadores 

vinculados a esta patología. Esta línea de investigación está siendo abordada en la actualidad 

por algunas empresas del sector biotecnológico que incluso han llegado a comercializar test 

diagnósticos basados en los niveles de interleuquinas (IL) en sangre (Wallace et al., 2015), o 

en marcadores del metabolismo energético, endocrinos e inmunológicos de los pacientes 

(Pronacera Therapeutics S.L., 2019). Sin embargo, la incertidumbre y la falta de confianza que 

aún suscita el diagnóstico de la FM (Hadker et al., 2011) hace que el diagnóstico de estos 

pacientes pueda llegar a demorarse hasta 5 años. 

En definitiva, la FM es una entidad clínica de difícil abordaje diagnóstico, que afecta 

considerablemente a las esferas biológica, psicológica y social de las personas que la padecen, 

llegando incluso a convertirse en una condición invalidante que supone un elevado coste 

sociosanitario y asistencial (Sicras-Mainar et al., 2009).  

 

I.1.4 Tratamiento 

La falta de consenso sobre la etiopatogenia de la FM y su complicado diagnóstico han 

contribuido a que, hasta la fecha, no se cuente con un tratamiento eficaz para la misma. 

Recientemente, se ha propuesto el empleo de terapias adaptadas a cada paciente en 

particular (medicina personalizada) que priorizan aliviar la intensidad de los diferentes 

síntomas desde un punto de vista multidisciplinar, combinando el tratamiento farmacológico 

con el no farmacológico (Stournaras y Petrovic, 2019). Esta circunstancia, unida al carácter 

paliativo de las terapias existentes, hace que el conocimiento que el propio paciente adquiera 

de su enfermedad sea un punto crucial en el manejo de la misma. 

El tratamiento farmacológico clásico de la FM se centraba en dos de sus síntomas más 

característicos: la depresión y el dolor. En este contexto, se ha probado el tratamiento con 

antidepresivos, antiinflamatorios no esteroideos u otros analgésicos (Solitar, 2010). Por 

ejemplo, en diversos estudios se evaluó el tratamiento con opioides como el tramadol aunque, 

al igual que con el resto de fármacos prescritos, los resultados son poco concluyentes (Traynor 

et al., 2011). En los últimos años, se está utilizando la mirtazapina que alivia el dolor y mejora 

el descanso nocturno y la calidad de vida de las pacientes (Ottman et al., 2018). Además, se 
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está realizando un ensayo clínico con un compuesto que mimetiza la acción neurotransmisora 

del glutamato (www.clinicaltrials.gov/, NCT03249103), con el objeto de aprovechar su efecto 

sobre la plasticidad neuronal, el control del aprendizaje, la memoria y la analgesia. No 

obstante, hasta la fecha, los únicos fármacos aprobados por la FDA para el tratamiento de la 

FM son los antidepresivos duloxetina y milnacipran (inhibidores selectivos de la recaptación 

de serotonina y noradrenalina) y el anticonvulsivo pregabalina, aunque la mayor parte de los 

pacientes no experimentan mejora alguna en cuanto a la percepción del dolor (Haüser y 

Fitzcharles, 2018). Por su parte, la Agencia Europea de Medicamentos continúa sin aceptar 

ningún fármaco como tratamiento de elección para esta patología (Stournaras y Petrovic, 

2019). En general, se ha comprobado que se obtienen mejores resultados cuando el uso de 

fármacos se acompaña de otras medidas, lo que ha llevado a la Liga Europea Contra el 

Reumatismo (EULAR) a aconsejar que se prioricen las medidas no farmacológicas (Macfarlane 

et al., 2017; Atzeni et al., 2019). Entre estas medidas se encuentra la intervención psicológica 

desde una aproximación cognitiva-conductual, dirigida a la mejora de los síntomas asociados 

al estrés, la ansiedad y la depresión (Lami et al., 2013). Este tipo de aproximación se utilizó en 

un grupo de 48 pacientes de FM, observándose una mejoría no sólo en las complicaciones 

asociadas a la ansiedad o al estrés, sino también en la respuesta al dolor crónico (Karlsson et 

al., 2015). La aproximación cognitivo-conductual, aplicada durante 2 semanas para paliar el 

insomnio, revirtió la atrofia de la materia gris que aparece en pacientes de FM (McCrae et al., 

2018). En un ensayo clínico piloto muy reciente en el que también se ha utilizado esta 

estrategia, se ha logrado incluso reducir los niveles de las citoquinas proinflamatorias IL-6 e 

IL-8 en sangre (Zabihiyeganeh et al., 2019). La FM también se trata desde un punto de vista 

higiénico-dietético, con la realización de ejercicio físico de intensidad baja a moderada. Esta 

actividad es frecuentemente recomendada a los pacientes y con ella se ha logrado mejorar 

parámetros como la fortaleza muscular, la intensidad del dolor y el estado general de salud 

(Larsson et al., 2015). Otros autores han propuesto la combinación de ambas aproximaciones 

como tratamiento de mayor eficacia (Collado et al., 2001). A nivel nutricional se han propuesto 

distintas intervenciones. Es habitual que los pacientes con FM presenten déficits de 

micronutrientes como el selenio, el magnesio o el zinc, vitaminas B y D e incluso ciertas 

proteínas, por tanto, la ingesta de carnitina, aminoácidos aromáticos o nutrientes 

antioxidantes puede ser de gran ayuda en la patología (Bjorklund et al., 2018). Con la intención 

de equilibrar el estado oxidativo de las pacientes de FM, algunos grupos han probado la 

https://clinicaltrials.gov/ct2/show/NCT03249103
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suplementación con Coenzima Q 10, un potente antioxidante con el que se han obteniendo 

buenos resultados (Cordero et al., 2013a; Cordero et al., 2014b; Di Pierro et al., 2017). 

También se ha puesto en práctica la aplicación de una dieta baja en carbohidratos de cadena 

corta y alcoholes fermentables. Este tipo de dieta consiguió mejorar la calidad de vida de los 

pacientes y reducir su dolor (Marum et al., 2016). En esta línea, nuestro grupo observó una 

mejoría en el estado oxidativo y en la percepción sobre su estado de salud de las mujeres 

afectadas de FM que participaron en una intervención nutricional con aceite de oliva virgen 

extra (AOVE; Rus et al., 2016b). Este aceite vegetal, principal fuente grasa de la Dieta 

Mediterránea (DM), es un aceite rico en compuestos antioxidantes que se utiliza en todo el 

mundo debido a sus numerosas propiedades beneficiosas para la salud (Yubero-Serrano et al., 

2018). 

 

I.2 EL ACEITE DE OLIVA 

El aceite de oliva es un producto vegetal extraído 

del fruto del olivo (Olea europaea L.) que el ser humano 

ha utilizado desde hace siglos no solamente como 

alimento, sino también con fines cosméticos y 

farmacéuticos (Mazzini, 2000). El principal país productor 

de este aceite es España (fig. 5), que en el año 2017 ya 

producía más de la mitad de todo el aceite de oliva 

comercializado a nivel mundial, siendo la provincia de 

Jaén la que contribuye con una mayor cantidad de 

toneladas. Por este motivo, resultan de gran interés 

socioeconómico las investigaciones científicas que apoyen y demuestren los beneficios que el 

aceite de oliva tiene sobre la salud.  

 

I.2.1Tipos 

Los aceites de oliva se distinguen en función de su método de extracción. Siguiendo las 

directrices marcadas por el Consejo Oleícola Internacional (COI), podemos diferenciar dos 

grandes grupos: los aceites de oliva vírgenes (AOV), extraídos únicamente por procedimientos 

Figura 5. Producción mundial de aceite 
oliva. Elaboración propia con datos del 
2017 del COI: 
http://www.internationaloliveoil.org/.  

 

http://www.internationaloliveoil.org/
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físicos para evitar la pérdida de propiedades, y otros tipos de aceites de oliva de menor 

calidad, como los aceites de oliva refinados (AOR) o los aceites de orujo de oliva, obtenidos 

ambos con la ayuda de procesos físico-químicos. De forma genérica, los AOV aptos para el 

consumo humano son: 

i. Aceite de Oliva Virgen Extra (AOVE): aceite con una acidez, expresada en 

concentración de ácido oleico, que no supere el 0,8 % p/p. Este aceite conserva las 

características organolépticas y una composición química propias de un aceite de gran 

calidad. Destaca su perfil lipídico rico en grasas monoinsaturadas que, junto con la 

concentración de componentes minoritarios bioactivos, le otorgan diferentes 

propiedades beneficiosas sobre la salud de las que se hablará más adelante.  

ii. Aceite de Oliva Virgen (AOV): aceite con una acidez, expresada en concentración de 

ácido oleico, que no supere el 2 % p/p. Este tipo de aceite posee habitualmente alguna 

tara sensorial (defectos en su aroma y acidez elevada, principalmente), que suele estar 

asociada a ligeros cambios químicos en alguno de sus componentes y que conlleva la 

pérdida de alguna de sus propiedades. 

iii. Aceite de Oliva Virgen corriente: aceite con una acidez, expresada en concentración 

de ácido oleico, que no supere el 3,3 % p/p. A diferencia de los anteriores, la 

comercialización de este aceite es más restrictiva, ya que sólo puede venderse 

directamente al consumidor en algunos países dependiendo de la normativa 

establecida. 

En ocasiones, algunos AOV no son aptos para el consumo humano, por ejemplo, por 

su acidez elevada. Para poder comercializarlos, estos aceites han de someterse a una serie de 

procedimientos físico-químicos que componen el proceso de refinado del aceite. Este proceso 

da lugar a los AOR, que pueden ser comercializados en bruto o mezclados con otros AOV. 

 

I.2.2 Composición 

La composición del aceite de oliva es muy variable, pero puede simplificarse en función 

de la capacidad de saponificar de sus componentes (Matáix-Verdú y Martínez de Victoria-

Muñoz, 1988). Así, estos pueden dividirse en: 
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i. Fracción saponificable: es la fracción mayoritaria del aceite de oliva pues llega a 

suponer hasta el 98 % de su composición. En ella encontramos principalmente ácido 

oleico (C18:1) y en mucha menor medida, ácido palmítico (C16:0), linoleico (C18:2), 

esteárico (C18:0) y linolénico (C18:3). Estos ácidos aparecen mayoritariamente 

esterificados en forma de triacilglicéridos (TAG), aunque también pueden encontrarse 

formando diacilglicéridos, monoacilglicéridos y, en un porcentaje mucho menor, en su 

forma libre. Al ácido oleico, componente mayoritario del aceite de oliva, se le han 

atribuido múltiples propiedades beneficiosas sobre la salud humana que se tratarán 

posteriormente. 

ii.Fracción insaponificable: pese a tener una representación minoritaria (2 %), contiene 

numerosos componentes con propiedades saludables demostradas. Esta fracción se 

ve seriamente dañada con los procesos de refinado del aceite, llegándose a perder 

prácticamente en su totalidad en los AOR. Por este motivo, la fracción insaponificable 

es la que establece la gran diferencia que existe entre los AOVE y los AOR (tabla 1). 

 AOVE AOR 

Fracción saponificable Concentración (g/100g) 

Palmítico, 16:0 6,6 9,1 

Palmitoleico. 16:1 (n-9) 0,1 0,1 

Heptadecenoico, 17:1 (n-7) 0,4 0,6 

Esteárico, 18:0 2,8 3,4 

Oleico, 18:1 (n-9) 83,1 78,6 

Linoleico, 18:2 (n-6) 5,1 6,2 

γ-Linoleico 18:3 (n-6) 0,4 0,5 

α-linoleico, 18:3 (n-3) 0,6 0,4 

Fracción insaponificable Concentración (g/100g) 

α-tocoferol 300 200 

Escualeno 4277 2598 

Polifenoles 800 60 

Tabla 1. Ejemplo de composición genérica de los AOVE y AOR. Adaptada de (Ramírez-Tortosa 
et al., 1999).  
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Los integrantes de la fracción insaponificable pueden a su vez subdividirse en dos 

grupos: compuestos derivados de ácidos grasos, como los fosfolípidos, las ceras y los ésteres 

de esteroles; y compuestos químicamente no relacionados con los ácidos grasos, entre los que 

se encuentran hidrocarburos, alcoholes alifáticos, esteroles libres, tocoferoles, clorofilas, 

carotenoides y compuestos fenólicos. Gran parte de la investigación científica sobre el aceite 

de oliva se ha centrado en el estudio de estos últimos. Se ha demostrado, por ejemplo, que la 

composición de la fracción fenólica varía dependiendo de múltiples factores que influyen en 

la calidad del aceite, como las características de su almacenamiento (Okogeri y Tasioula-

Margari, 2002) o la variedad que lo origine (Lerma-García et al., 2008). Los componentes que 

forman la fracción fenólica del aceite pueden dividirse en (Serreli y Deiana, 2018): 

i. Secoiridoides: siendo el más abundante la forma dialdehídica del ácido eleanólico 

ligado a otros compuestos. 

ii. Feniletanoides: destacan en este grupo el hidroxitirosol (HT), el tirosol o el oleocantal. 

iii. Ácidos fenólicos: como el ácido gálico, el ácido vanílico o el ácido cafeico. 

iv. Flavonoides: como la luteolina, formados por dos anillos bencénicos unidos por una 

cadena lineal de 3 carbonos. 

v. Hidroxi-isocromanos: con dos únicos representantes, el 1-fenil-6,7-dihidroxi-

isocromano y el 1-(39-metoxi-49-hidroxi) fenil,6,7-dihidroxi-isocromano. 

vi. Lignanos: cuya estructura está basada en la condensación de aldehídos aromáticos.  

La proporción concreta de estos compuestos en el AOVE y su perfil lipídico hacen de 

este aceite un alimento con múltiples propiedades beneficiosas que han sido ampliamente 

demostradas en el ámbito médico-científico. 

 

I.2.3 Propiedades saludables del aceite de oliva 

La DM es el patrón alimentario seguido por gran parte de los habitantes de esta zona 

geográfica, y está basada en el consumo diario de productos frescos de la región como frutas, 

verduras, cereales, frutos secos y legumbres. Estos alimentos están acompañados 

eventualmente por marisco, pescado y una ingesta limitada de carne y alcohol, 

principalmente, vino tinto (Davis et al., 2015). La relación de este tipo de alimentación con un 

estilo de vida saludable ha quedado patente en numerosos trabajos de investigación 
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(Dussaillant et al., 2016; Tosti et al., 2018). Por ejemplo, hay evidencias de que la DM, gracias 

a su elevada relación de ácidos grasos monoinsaturados/saturados, mejora el perfil lipídico 

plasmático (Bos et al., 2010), lo que a su vez reduce el riesgo de padecer diabetes de tipo 2 

(de Lorgeril, 2011; Razquin et al., 2018). Pero el estudio que hasta la fecha ha demostrado, a 

mayor escala, la relación de este patrón alimentario con la salud es el ensayo clínico 

PREDIMED (Prevención con Dieta Mediterránea; Zazpe et al., 2008). Los resultados derivados 

de este estudio han servido para demostrar la capacidad preventiva de la DM, y especialmente 

de la suplementada con AOVE, sobre la incidencia de complicaciones cardiovasculares 

mayores como infarto de miocardio y accidente cerebrovascular (Ros et al., 2014; Amor et al., 

2017). Los efectos beneficiosos del AOVE se han atribuido, al menos parcialmente, a su acción 

antiinflamatoria y antioxidante (Martínez-González et al., 2015), ambas demostradas en 

múltiples modelos experimentales. Aunque pocos autores han probado el efecto directo del 

AOVE sobre modelos de cultivos celulares, Rossi y colaboradores (2017) comprobaron que en 

mioblastos murinos no tumorales y en células humanas monocíticas procedentes de leucemia, 

este tratamiento fue capaz de mejorar el nivel de estrés oxidativo provocado por el agente 

oxidante hidroxiperóxido de cumeno. Además, en este trabajo el AOVE inhibió el crecimiento 

celular de forma exclusiva en la línea celular leucémica. En otro modelo in vitro de plaquetas 

procedentes de personas sanas, el AOVE también ejerció acción antioxidante a través de la 

neutralización directa del peróxido de hidrógeno, una de las ERO más abundante (Carnevale 

et al., 2018). En modelos in vivo de ratones, se ha comprobado recientemente un efecto 

antiinflamatorio del AOVE, acompañado de una mejora en las lesiones ateroescleróticas 

(Luque-Sierra et al., 2018). Este estudio propone la utilidad de este aceite en el tratamiento 

de enfermedades cardiovasculares no sólo como agente preventivo, como ya sugería 

PREDIMED, sino también como un buen complemento al tratamiento una vez han aparecido 

las complicaciones. En humanos, se ha visto como una intervención nutricional con AOVE 

conseguía contrarrestar la menor actividad asociada a la edad de algunos sistemas 

antiinflamatorios y antioxidantes como las lipoproteínas de alta densidad (HDL) y la 

paraoxonasa-1, enzima que contribuye al control del estado oxidativo de las lipoproteínas de 

baja densidad (LDL; Loued et al., 2013). En esta línea, se han encontrado evidencias de la 

acción del AOVE sobre los niveles de ERN y ERO, así como de su acción directa sobre los 

sistemas antioxidantes. Así, para estudiar el efecto de la DM y el AOVE en el metabolismo 

oxidativo, se han llevado a cabo distintas intervenciones nutricionales en humanos (Oliveras-
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López et al., 2013; Toledo et al., 2017). Cabe destacar el estudio llevado a cabo por Martínez-

González y colaboradores (2015), en el que tras 1 año de intervención nutricional con DM se 

logró aumentar la capacidad antioxidante total en el plasma de pacientes con un elevado 

riesgo cardiovascular, siendo este aumento mayor en la DM suplementada con AOVE que en 

aquella suplementada con nueces. Con el consumo de AOVE, también se ha logrado reducir 

los niveles de oxidación del ADN en mujeres postmenopáusicas (Salvini et al., 2006), uno de 

los grupos poblacionales más afectados por la FM. En este sentido, nuestro grupo ya 

comprobó que una intervención con este aceite en pacientes de FM daba lugar a una mejora 

de su estado oxidativo, protegiendo frente al daño por oxidación de proteínas, lípidos y ADN 

(Rus et al., 2016b). 

Por otro lado, otros autores han puesto de manifiesto el efecto beneficioso de los 

diferentes componentes del AOVE por separado. En este sentido, se ha demostrado que el 

principal ácido graso de la fracción saponificable y componente mayoritario del AOVE, el ácido 

oleico, posee una importante capacidad antiaterogénica (Cabello-Moruno et al., 2007) y 

antitumoral (Carrillo et al., 2012), contrarresta la resistencia a la insulina (Perdomo et al., 

2015) y disminuye la reacción inflamatoria (Medeiros-de-Moraes et al., 2018). De igual modo, 

distintos estudios señalan a la fracción insaponificable como responsable de muchos de los 

beneficios asociados al consumo de AOVE, algunos de los cuales están íntimamente 

relacionados con la etiopatogenia de la FM. El efecto antiinflamatorio de esta fracción se ha 

evaluado en un importante número de estudios y modelos. En macrófagos murinos 

estimulados con lipopolisacárido (LPS) se comprobó que la fracción insaponificable del aceite 

era capaz de disminuir la respuesta proinflamatoria (Cárdeno et al., 2014). En este estudio, el 

tratamiento redujo la expresión de ciclooxigenasa-2, una enzima íntimamente relacionada 

con un estado proinflamatorio, así como la producción de ERO y ERN. Por su parte, el 

escualeno ejerció una acción antiinflamatoria en células del sistema inmune humano 

(Sánchez-Quesada et al., 2018), mientras que los tocoferoles se han utilizado como 

antioxidantes y antitumorales en distintos modelos experimentales (Kamal-Eldin y Appelqvist, 

1996; Yoshida et al., 2003; Bak et al., 2018). Por otro lado, los compuestos fenólicos del AOVE 

han sido evaluados en múltiples patologías y modelos experimentales (Visioli et al., 2002; 

Cicerale et al., 2010; Cicerale et al., 2012). Así, se ha comprobado que un extracto de estos 

compuestos protege frente a la disfunción endotelial, regulando los niveles intracelulares de 
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óxido nítrico (NO; Storniolo et al., 2014). Igualmente, se ha podido demostrar una correlación 

positiva entre los niveles de compuestos fenólicos totales excretados (procedentes de una 

ingesta controlada de AOVE) y los niveles de NO en plasma, cuyo incremento se asoció a una 

reducción de la presión sanguínea (Medina-Remón et al., 2015). Asimismo, los fenoles del 

AOVE también se han propuesto como potenciales candidatos en la lucha contra las 

alteraciones inflamatorias crónicas (Casas et al., 2018), categoría en la que se encuadra la FM. 

En línea con esta hipótesis, el estudio de Camargo y colaboradores (2010) demostró que una 

ingesta elevada de aceite de oliva enriquecido en fenoles inhibía la expresión de varios genes 

proinflamatorios en células mononucleares humanas de sangre periférica, actuando sobre la 

ruta NF-κβ/AP-1 y sobre la interacción citoquina-receptor. De hecho, un extracto de fenoles 

obtenido directamente del AOVE redujo la expresión de citoquinas proinflamatorias en un 

modelo experimental de artritis reumatoide (Rosillo et al., 2014), una patología que comparte 

síntomas con la FM. Esta fracción del AOVE también se han relacionado con la reducción de 

distintos marcadores de daño oxidativo como las LDL oxidadas o el daño ocasionado en el ADN 

(Raederstorff, 2009). Por último, un estudio llevado a cabo sobre 55 variedades de AOVE 

señaló una correlación directa del contenido en HT, tirosol y oleuropeína con el efecto 

antioxidante diferencial de estos aceites (Bayram et al., 2012). En todos ellos, el contenido en 

HT suponía hasta un 40 % de los compuestos fenólicos totales sugiriéndose, por tanto, el papel 

principal del HT en esta actividad. 

 

I.2.4 El hidroxitirosol: un compuesto bioactivo del aceite de oliva virgen extra  

I.2.4.1 Generalidades 

El HT, 3,4-dihidroxifeniletanol o 2-(3,4-

dihidroxifenil) etanol (fig. 6), es un fenol anfipático 

perteneciente al grupo de los feniletanoides, compuestos 

derivados de los alcoholes fenetílicos. Una de las 

principales fuentes de HT libre en los AOVE es la hidrólisis 

de secoiridoides como la oleuropeína (fig. 7), un proceso 

que ocurre durante la maduración del fruto del olivo (Charoenprasert y Mitchell, 2012) o el 

almacenamiento de los AOVE. Este compuesto bioactivo ha sido estudiado ampliamente en la 

Figura 6. Estructura química del HT. 
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literatura científica debido a sus múltiples propiedades beneficiosas (Robles-Almazán et al., 

2018), algunas de las cuales inciden en aspectos íntimamente relacionados con la 

etiopatogenia de la FM. 

 

 

Figura 7. Metabolitos resultantes de la hidrólisis ácida y enzimática de oleuropeína (Ramírez et al., 
2016). 

 

I.2.4.2 Biodisponibilidad 

El HT se absorbe principalmente por transporte pasivo en el intestino delgado y en el 

colon. Esta absorción es favorecida si la fuente de la que procede es el aceite de oliva, llegando 

a alcanzar una biodisponibilidad del 99 % (Tuck et al., 2001). En este proceso se ha 

comprobado que la microbiota intestinal tiene un papel importante como modulador de su 

absorción, dado que actúa sobre los compuestos que contienen HT en su estructura (como la 

oleuropeína) y lo liberan en su forma libre (Mosele et al., 2014). Una vez absorbido, la vida 

media del compuesto en plasma está en torno a los 2 minutos, pues pasa rápidamente a 

formar parte de los distintos tejidos. La distribución en el organismo del HT es muy amplia, 

pudiendo encontrarse en músculo, hígado, riñón e incluso en el cerebro (D'Angelo et al., 

2001). Además, en un estudio llevado a cabo en ratas, se sugirió que la transformación y uso 

del HT dependía del sexo, pudiendo ser más efectiva en las hembras (Serra et al., 2012). 
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El tipo de aceite es un factor determinante en la concentración de los compuestos 

fenólicos en general y del HT en particular. En este sentido, Pastor y colaboradores (2016) 

comprobaron que la concentración de HT libre en el plasma humano era indetectable cuando 

procedía de aceite de oliva, pero muy elevada cuando se administraba AOVE. Si bien es cierto 

que la concentración de fenoles varía enormemente entre los distintos AOVE, en algunas 

variedades como la variedad local Picual puede llegar a alcanzar los 600 mg/kg (Rigacci y 

Stefani, 2016). Precisamente, un AOVE de esta variedad (tabla 2), con una concentración de 

fenoles totales de 553,8 mg/l se utilizó en 

un estudio de la relación entre la ingesta de 

este aceite y la capacidad antioxidante total 

de quien lo consumió (Oliveras-López et al., 

2013). Los resultados de este estudio 

demostraron que las pacientes que 

consumían AOVE presentaban tras la 

ingesta unos niveles de HT en plasma en 

torno a 0,2 µg/ml (1,3 µM), superando en 0,05 µg/ml el nivel de las pacientes que no lo 

consumieron.  

I.2.4.3 Propiedades beneficiosas 

El HT es un compuesto con múltiples actividades biológicas entre las que destacan su 

capacidad antiinflamatoria, antioxidante, antimicrobiana, antitumoral, neuroprotectora y 

cardioprotectora (Robles-Almazán et al., 2018). De todas ellas, y dadas las características de 

la FM, resultan de gran interés su efecto antiinflamatorio y antioxidante. 

El efecto del HT como agente antiinflamatorio se ha probado en distintos modelos in 

vivo e in vitro. En un modelo de artritis reumatoide en roedores, un AOR suplementado con 

HT mejoró el estado proinflamatorio asociado a esta patología (Silva et al., 2015b). En 

condrocitos derivados de pacientes con osteoartritis, este fenol inhibió la respuesta 

inflamatoria fomentando la autofagia (Zhi et al., 2018). Este mismo tratamiento sobre 

monocitos humanos permitió reducir la formación de moléculas proinflamatorias como el NO 

o el factor-α de necrosis tumoral (TNF-α), inhibiendo también la expresión de la 

metaloproteinasa-9 de la matriz (MMP-9) y de la ciclooxigenasa-2 (Zhang et al., 2009; Scoditti 

et al., 2014). Igualmente, en macrófagos se ha demostrado la capacidad del HT para modular 

Compuesto fenólico Concentración (mg/l) 

HT 1,73 ± 0,03 

3,4-DHPE-EA 71,26 ± 5,01 

3,4-DHPE-EDA 93,54 ± 7,24 

Fenoles totales 553,8 

Tabla 2. Composición del AOVE utilizado en el estudio 
de Oliveras-López y colaboradores (2013). Adaptada. 
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la producción de NO, de IL-1α, IL-1β, IL-6, IL-12 y de citoquinas quimiotácticas (Richard et al., 

2011). En esta línea, ya hay estudios que apuntan al uso directo del HT como agente 

antiinflamatorio. Así, un estudio publicado recientemente demostró la capacidad 

antinflamatoria de una crema tópica de formulación basada en HT con excelentes resultados, 

pues su aplicación redujo los niveles de expresión de las citoquinas IL-1 e IL-8 en un modelo 

de epidermis humana (Smeriglio et al., 2019). Estas evidencias acerca del efecto sobre las 

distintas rutas proinflamatorias a diversos niveles que el HT podría ejercer, apoyan la hipótesis 

que señala a este fenol como uno de los de mayor poder antiinflamatorio del aceite de oliva.  

El HT es, además, uno de los compuestos fenólicos de mayor capacidad antioxidante 

(Bayram et al., 2012). En su estructura molecular, la presencia del grupo hidroxilo en la 

posición orto es la responsable de la mayor capacidad reductora que este ejerce en 

comparación con otras moléculas de su familia, como el tirosol (Balducci et al., 2018). Esta 

estructura le permite la formación de enlaces de hidrógeno entre sus radicales fenoxilo y su 

grupo hidroxilo (Visioli et al., 2002). Así, en modelos in vitro, el tratamiento con HT protegió a 

las LDL de la oxidación, disminuyendo los niveles de peroxidación lipídica (Visioli et al., 1995). 

En modelos in vivo, se ha visto que, a nivel intracelular, el HT es capaz de actuar en la reducción 

del peróxido de hidrógeno producido en las mitocondrias de neutrófilos humanos (O'Dowd et 

al., 2004). En esta línea, un estudio de Oliveras-López y colaboradores (2013) encontró 

correlación positiva entre el aumento de los niveles de HT plasmático en las pacientes que 

consumían AOVE y una mayor capacidad antioxidante total reflejada en una mayor actividad 

de la enzima antioxidante CAT. El HT también podría proteger frente al daño oxidativo al ADN 

de células hepáticas (Li et al., 2012). En estas células, el tratamiento con HT redujo el daño 

oxidativo producido por el ortofenilfenol, aumentando los niveles de GSH y protegiendo la 

integridad de las membranas lisosomales y mitocondriales. Recientemente, se ha probado el 

efecto antioxidante del HT en combinación con la vitamina E en pacientes con hígado graso 

no alcohólico, mejorando la esteatosis, los niveles de TAG, aumentando la concentración de 

GSH y la ratio GSH/glutatión disulfuro y disminuyendo el nivel de proteínas carboniladas y de 
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productos finales de glicosilación avanzada 

(Nobili et al., 2019). Además, el HT protege 

frente a la apoptosis inducida por peróxido de 

hidrógeno, incrementando la actividad de los 

complejos de la cadena respiratoria 

mitocondrial (Zhu et al., 2010). También se ha 

demostrado la acción antioxidante del HT a nivel 

transcripcional. Así, el HT protege del estrés 

oxidativo al: i) inducir la expresión de enzimas 

detoxificantes de fase II mediante la liberación 

del factor de transcripción NRF2, y ii) favorecer 

la biogénesis mitocondrial gracias a su acción 

sobre el coactivador 1α del receptor activado 

por proliferadores de peroxisomas (PGC-1α; fig. 8; Hao et al., 2010; Zhu et al., 2010). 

 

I.3 PROTEÓMICA: UNA HERRAMIENTA CON APLICACIONES CLÍNICAS 

Las técnicas ómicas desarrolladas en el 

campo de la biología han supuesto un enorme 

avance para el conocimiento y la aproximación 

a enfermedades de carácter complejo como la 

FM. Este tipo de análisis permite realizar un 

estudio global del conjunto de genes 

(genómica), transcritos (transcriptómica) o 

proteínas (proteómica) de una muestra 

biológica (fig. 9). Más recientemente, se han 

acuñado otros términos para referirse al 

estudio global de los metabolitos 

(metabolómica) o de las interacciones entre las distintas moléculas (interactómica), pero 

todos ellos comparten un nexo común: abordan el estudio de los sistemas biológicos desde 

un punto de vista global.  

Figura 9. Niveles de estudio principales de las 
técnicas ómicas (Cristea et al., 2004). 

Figura 8. Modelo propuesto de acción protectora 
del HT frente al estrés oxidativo producido por 
acroleína. Adaptada de Zhu y colaboradores 
(2010). 
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Dentro de las ómicas, la encargada del análisis en conjunto de las proteínas que 

conforman un sistema biológico, así como de las interacciones y modificaciones en las que 

estas participan es, como ya se ha mencionado, la proteómica (Cristea et al., 2004). En función 

del fin con el que se utilice, un estudio de proteómica puede definirse como cualitativo, si 

únicamente persigue la caracterización del perfil proteómico; funcional, si lo que se quiere 

estudiar es la interacción entre proteínas o de estas con otras macromoléculas; o cuantitativo, 

en caso de que el interés del estudio se focalice en estudiar cambios en la expresión de 

proteínas entre dos condiciones determinadas (Ortea et al., 2016). Aunque la elección de un 

tipo de análisis proteómico u otro modificará el orden de alguna de las fases del estudio (fig. 

10), la mayor parte se basan en la separación de las proteínas y en el posterior análisis de estas 

por espectrometría de masas (MS).  

 

Figura 10. Distintos análisis proteómicos y sus fases (Ortea et al., 2016).  

 

De forma genérica, un estudio proteómico basado en MS puede dividirse en tres fases: 

(i) la preparación de las muestras, (ii) la separación de la mezcla peptídica y (iii) el análisis de 

los péptidos resultantes (Strathmann y Hoofnagle, 2011). En el caso de los análisis 

proteómicos a gran escala, las muestras son inicialmente preparadas mediante digestión 

enzimática (generalmente con tripsina) con el objeto de degradar las proteínas en péptidos 

de menor tamaño en el paso previo a la separación. La separación es el procedimiento en el 

que hay mayores diferencias entre las técnicas proteómicas. Así, pueden llevarse a cabo 
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separación mediante electroforesis, en una (1-DE) o dos dimensiones (2-DE), o separación por 

cromatografía líquida (LC), más reciente y extendida en los análisis proteómicos. El proceso 

de identificación y cuantificación de los péptidos también puede abordarse mediante dos 

estrategias: se puede hacer algún tipo de marcaje de las muestras (previo o posterior al 

proceso de separación peptídica), o utilizar una cuantificación libre de marcaje. Aunque los 

marcajes permiten la cuantificación absoluta y el análisis de muestras de forma simultánea, 

es habitual que los análisis proteómicos a gran escala actuales carezcan del marcaje (label-

free), optando por una cuantificación relativa que tiene mayor sensibilidad (Smith et al., 2019). 

La fase posterior de análisis de los péptidos por MS se compone a su vez de tres procesos bien 

identificados: (i) la ionización peptídica, (ii) la separación e identificación de los iones en 

función de su relación masa/carga (m/z) y, (iii) el cálculo del área del pico de intensidad para 

su cuantificación. En primer lugar, la ionización de la muestra se puede llevar a cabo mediante 

el uso de láser o de electroespray (ESI), proceso que permite el análisis de los péptidos en el 

espectrómetro de masas. Este analizador puede ser del tipo tiempo-de-vuelo (TOF) o, más 

comúnmente, de cuadrupolo dispuestos en conformación única o en tándem para una mayor 

sensibilidad y precisión (Chandramouli y Qian, 2009). Lo más habitual es que se utilicen los 

analizadores de cuadrupolo dispuestos en tándem, pues la identificación de un solo analito 

con una determinada relación m/z no resulta tan específica (Strathmann y Hoofnagle, 2011). 

Una vez identificados los péptidos, se procede a la cuantificación proteica, para la que existen 

varias aproximaciones (fig. 11). En el caso de las 

técnicas libres de marcaje la cuantificación 

tiene lugar basándose en el recuento espectral 

o en las corrientes de iones. El primer caso basa 

el cálculo de la abundancia relativa de cada 

proteína en el total de veces que alguno de los 

péptidos que esta ha generado es identificado 

por el sistema (Mueller et al., 2008). Este tipo 

de análisis semicuantitativo posee limitaciones, 

pues la relación de este valor con la abundancia 

de la proteína no es muy fiable (Cutillas y 

Timms, 2010). Así pues, el uso de las corrientes 

de iones suele ser el método elegido. En este 

Figura 11. Métodos de cuantificación en los 
estudios de proteómica basados en LC-MS/MS 
(Mueller et al., 2008). 
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método, cada péptido ionizado genera un pico de intensidad en función de su valor de tiempo 

de retención y masa, valores que, al añadirles el valor de carga, servirán para que este sea 

reconocido en la base de datos utilizada en el análisis (Mascot, Proteome Discoverer, etc.). 

Tras identificar la proteína originaria de cada péptido en el programa, se suman los valores de 

los 3 picos peptídicos más intensos de cada proteína para poder calcular su abundancia 

relativa (Cutillas y Timms, 2010). El análisis diferencial entre condiciones finaliza con el 

establecimiento de uno de los cromatogramas como referencia y el alineamiento sobre este 

de los picos de intensidad del resto (Mueller et al., 2008). Ambos serán comparados mediante 

tests estadísticos para discernir cuáles de ellos tienen expresión diferencial entre las distintas 

muestras.  

Puesto que los análisis proteómicos generan una gran cantidad de datos, las 

herramientas bioinformáticas se han erigido como elementos clave para el manejo de los 

mismos y para la obtención de conclusiones (Popov et al., 2009). De este modo, las webs que 

en un principio comenzaron siendo simples repositorios de datos genómicos y proteómicos 

han ido convirtiéndose progresivamente en bases de datos integradas e interconectadas que, 

en la actualidad, con la ayuda de distintas herramientas como Gene Ontology, PANTHER 

(Protein ANalysis THrough Evolutionary Relationships), DAVID (Database for Annotation, 

Visualization, and Integrated Discovery), KEGG (Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes) o 

IPA (Ingenuity Pathway Analysis) permiten sacar el máximo partido a los experimentos 

proteómicos (Calderón-González et al., 2016). Este avance en el análisis de datos ha permitido, 

junto a la evolución de los sistemas de procesamiento y análisis de las muestras, agilizar 

considerablemente los tiempos en la investigación en el ámbito de la proteómica. Esta 

circunstancia, unida a su capacidad para estudiar con gran sensibilidad sistemas complejos, 

ha hecho que este análisis se comenzara a aplicar en clínica como herramienta de 

aproximación al diagnóstico desde un primer momento (Rudert, 2000). Concretamente, la 

proteómica suele ser muy útil en la búsqueda de biomarcadores (Barallobre-Barreiro et al., 

2013), entendiendo como biomarcadores aquellos valores antropométricos, biológicos, 

fisiológicos, bioquímicos, etc., que puedan ser medidos de manera objetiva para poder 

identificar, principalmente, procesos fisiológicos o patológicos, e incluso una respuesta 

farmacológica a una terapia (Strimbu y Tavel, 2010). En este sentido, ya ha sido utilizada para 

buscar predictores de la toxicidad y respuesta a fármacos antitumorales, contribuyendo al 
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avance en la investigación en distintos tipos de cáncer (Stoehlmacher, 2006; Galvao et al., 

2011; Qiu et al., 2019; Shen et al., 2019). Las técnicas proteómicas también se han aplicado 

en el estudio de la esclerosis (Balanescu et al., 2014), la osteoartritis (Li et al., 2007) o en la 

detección de marcadores asociados a la inflamación pulmonar (Montuschi, 2009). Para este 

fin, la combinación de nano LC con espectrometría de masas en tándem (nLC-MS/MS; fig. 12) 

ha sido una de las aproximaciones más utilizadas, dado su amplio rango dinámico de detección 

(Sandin et al., 2015). Así, esta técnica se ha aplicado en el procesamiento de muestras 

complejas como el suero (Levin et al., 2007). Su gran sensibilidad se ha aprovechado también 

para detectar niveles de hormonas sexuales en sangre (Hirsh y Ben-Dor, 2016) o para 

desarrollar fármacos y monitorizar su metabolismo (Song et al., 2005; Marzo y Bo, 2007).  

 

Figura 12. Esquema del funcionamiento de la técnica de cromatografía líquida acoplada a 
espectrometría de masas en tándem (LC-MS/MS). Fuente: adaptación propia de imágenes bajo licencia 
Creative commons.  

 

La proteómica también se ha aplicado en la investigación de la FM, llevándose a cabo 

algunos estudios proteómicos preliminares en pacientes, principalmente en saliva, suero y 

líquido cefalorraquídeo. Así, un estudio de 2-DE/MS en saliva de pacientes propuso como 

potenciales marcadores de la patología a un grupo de proteínas entre las que se encontraban 

el precursor de la proteína relacionada con la haptoglobina o las calgranulinas A y C (Bazzichi 

et al., 2009), estas dos últimas confirmadas con posterioridad mediante otras técnicas 

proteómicas aplicadas por el mismo grupo (Giacomelli et al., 2011). Otro estudio posterior en 

suero de pacientes, también realizado por 2-DE/MS, encontró 3 proteínas con expresión 

diferencial en FM: la α1-antitripsina, la transtirretina y la proteína 4 de unión a retinol 

(Ruggiero et al., 2014). En esta línea, recientemente se ha aplicado la técnica de nLC-MS/MS 
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en el líquido cefalorraquídeo de enfermas de FM, aproximación que ha permitido encontrar 

cambios en el perfil proteico de estas pacientes con respecto a las mujeres sanas (Khoonsari 

et al., 2019). Estos estudios ratifican la utilidad de la proteómica en el estudio de la FM y 

evidencian la necesidad de continuar investigando en este ámbito para encontrar marcadores 

que ayuden a su diagnóstico y tratamiento. 



 
 

 



    

 

 

 

 

II.HIPÓTESIS Y OBJETIVOS 



 

 



Procesos biológicos implicados en fibromialgia. Influencia del aceite de oliva 

Página | 45  

II.1 HIPÓTESIS 

La FM es una forma de reumatismo no articular de etiología desconocida, aunque se 

la ha relacionado con un incremento del nivel de estrés oxidativo y con alteraciones 

inflamatorias. Este hecho dificulta su diagnóstico y tratamiento, haciendo imprescindible una 

investigación multidisciplinar en este campo. La proteómica permite el análisis sistemático y 

con gran sensibilidad de las proteínas que se expresan en muestras complejas. Por tanto, se 

está convirtiendo en una técnica clave para identificar las rutas moleculares que se alteran en 

diferentes enfermedades, y se comienza a aplicar en clínica como herramienta de 

aproximación diagnóstica. En este sentido, la aplicación de la proteómica para caracterizar los 

cambios moleculares asociados a la FM en plasma (estudio in vivo) y en fibroblastos dermales 

(estudio in vitro) podría ser de gran utilidad. Por otra parte, el AOVE, principal fuente de grasa 

de la dieta mediterránea, posee numerosas propiedades beneficiosas entre las que destacan 

su capacidad antioxidante y antiinflamatoria. Estas características están muy relacionadas con 

la acción de sus componentes minoritarios y, especialmente, con el HT, uno de sus principales 

compuestos fenólicos. En base a estos antecedentes, cabría esperar que el AOVE y el HT 

ejercieran un efecto normalizador en los cambios moleculares asociados a la FM. 

 

II.2 OBJETIVOS 

El objetivo general de esta tesis doctoral es caracterizar los cambios moleculares 

asociados a la FM mediante el análisis del proteoma plasmático (estudio in vivo) y de 

fibroblastos dermales (estudio in vitro), y evaluar el efecto que sobre ellos tienen el AOVE y el 

HT. Para ello, los objetivos específicos a desarrollar son: 

1. Caracterizar los cambios en el proteoma plasmático asociados a la FM. 

2. Analizar el posible efecto beneficioso del AOVE sobre los cambios del proteoma 

plasmático de las pacientes de esta patología. 

3. Caracterizar los cambios asociados a la FM en el proteoma de fibroblastos dermales 

de una paciente. 

4. Evaluar el posible efecto normalizador del HT en el proteoma de estas células 



 

 



    

 

 

 

 

 

III.MATERIAL Y MÉTODOS 

 



  

 

 



Procesos biológicos implicados en fibromialgia. Influencia del aceite de oliva 

Página | 49  

III.1 MODELO IN VIVO: ESTUDIO EN PLASMA 

La primera parte del estudio se llevó a cabo en el plasma de tres grupos de mujeres (i) 

sanas (SANAS), (ii) pacientes de fibromialgia (FM) y (iii) pacientes de FM que siguieron una 

dieta enriquecida en AOVE (FMA). 

 

III.1.1 Mujeres participantes en el estudio. Criterios de inclusión y exclusión. 

En este estudio participaron dos grupos de mujeres: 12 sanas, procedentes de la 

Universidad de Jaén, y 23 pacientes de FM pertenecientes a la de Asociación de Fibromialgia 

de Jaén (Afixa). Para su inclusión, las participantes debían tener una edad superior a los 18 

años y un índice de masa corporal (IMC) inferior a 35 Kg/m2. Además, las mujeres del grupo 

de FM tenían que haber sido diagnosticadas según los criterios clásicos del ACR para la 

clasificación de la FM primaria (Wolfe, 1990). Las 35 mujeres aceptaron participar en el estudio 

firmando el correspondiente consentimiento informado (anexo 1), aprobado tanto por el 

Comité de Ética de la Universidad de Jaén (anexo 2). El estudio fue llevado a cabo de 

conformidad con la Declaración de Helsinki de la Asociación Médica Mundial (2001).  

Los criterios de exclusión para las mujeres participantes en el estudio fueron: 

i. Presencia de cualquier otra enfermedad crónica (diabetes mellitus, hipertensión, 

cáncer, enfermedad cardíaca isquémica). 

ii. Embarazo o lactancia.  

iii. Obesidad de grado II (con un IMC ≥ 35 kg/m2). 

iv. Tratamiento farmacológico de corticosteroides, estrógenos, analgésicos, 

antiinflamatorios, o algún otro medicamento que pudiera afectar a la capacidad 

antioxidante. 

v. Consumo de alcohol o fumar. 

Por otra parte, y con el objeto de mantener al margen el efecto que el ejercicio físico 

tiene sobre parámetros como el nivel de estrés oxidativo o el metabolismo, todas las mujeres 

seguían un estilo de vida sedentario. Así, se estableció como criterio de exclusión adicional el 

realizar actividad deportiva con una frecuencia de más de dos veces por semana, o que 

conllevase un gasto energético de más de 1000 kcal en ese mismo periodo de tiempo. Para 
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evitar variaciones en los parámetros de interés, todos los procedimientos y pruebas fueron 

realizados por el mismo especialista y en el mismo momento del día. 

Las características clínicas y demográficas de cada participante se obtuvieron a través 

de entrevistas y cuestionarios. En las pacientes de FM, el cuestionario de impacto de la 

fibromialgia (FIQ) se utilizó para evaluar su capacidad funcional y desempeño en las 

actividades diarias. Este documento está compuesto por ítems puntuados con escala de 0 a 

10 puntos, siendo la puntuación máxima alcanzable de 100. Cuanto más próximo a 0 sea el 

resultado del mismo, mejor se considera la capacidad funcional y calidad de vida de la 

paciente. El dolor musculoesquelético se determinó mediante la escala visual analógica (EVA: 

10 cm), una escala en la que el valor mayor se corresponde con la máxima percepción de dolor 

por la paciente. El estado de salud percibido a nivel mental (MCS-12) y físico (PCS-12) de todas 

las participantes en el estudio se determinó mediante la versión en español del cuestionario 

de salud SF-12 (Vilagut et al., 2008). En este caso, el rango de puntuación se encuentra entre 

0 y 100 siendo los valores más próximos a 0 los que implican una peor percepción del estado 

de salud. Todos los cuestionarios se encuentran recogidos en el anexo 3. 

 

III.1.2 Consumo de una dieta enriquecida en aceite de oliva virgen extra en pacientes 

de fibromialgia 

De las 23 pacientes de FM, 11 participaron en un ciclo de intervención nutricional con 

AOVE (grupo FMA). Dado que la cohorte de pacientes pertenece a una población con un 

consumo habitual de aceite de oliva, se llevó a cabo un periodo de aclaramiento previo a su 

participación consistente en la toma de AOR (50 ml/día durante 14 días), de bajo contenido 

antioxidante. La intervención nutricional consistió en la toma de 50 ml de AOVE en crudo 

distribuida en tres tomas diarias (en las comidas principales) durante 21 días. Para normalizar 

la ingesta de antioxidantes y grasas en este grupo de pacientes, un facultativo especialista en 

nutrición evaluó (por recordatorio 24 horas) y reajustó su dieta. 

 

III.1.3 Obtención y procesamiento de muestras 

Las muestras de sangre de las participantes se extrajeron en ayunas y a primera hora 

de la mañana para evitar variaciones circadianas de los parámetros a analizar. Se utilizaron: 
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muestras de sangre total para evaluar la velocidad de sedimentación globular (VSG), plasma 

para el análisis proteómico y las comprobaciones posteriores por western blot y ELISA, y suero 

para la cuantificación de haptoglobina. El plasma y el suero fueron alicuotados y almacenados 

a - 80 oC hasta su uso.  

 

III.1.4 Estudio del perfil proteómico 

Para analizar, de forma comparada, el perfil proteico plasmático de las participantes 

se realizó un análisis proteómico por nano-cromatografía líquida acoplada a espectrometría 

de masas en tándem libre de marcaje (label-free nLC-MS/MS). Esta técnica permite la 

cuantificación relativa de la abundancia de cada proteína en cada muestra, siendo posible 

valorar aquellas con expresión diferencial en los distintos grupos de estudio. Como se detalla 

más adelante, las proteínas que cumplían este requisito se estudiaron con herramientas 

bioinformáticas con el objetivo de encontrar rutas moleculares afectadas en la patología. 

III.1.4.1 Análisis por nano-cromatografía líquida acoplada a espectrometría de masas 

en tándem (nLC-MS/MS) 

El plasma de las pacientes se procesó con las columnas para depleción por 

centrifugación Pierce top 12 (Thermo ScientificTM), siguiendo las instrucciones del fabricante. 

Una vez deplecionado, el plasma se digirió con tripsina siguiendo, con ligeras variaciones, el 

protocolo de preparación de muestras con ayuda de filtro descrito por Wisniewski y 

colaboradores (2009). Los péptidos resultantes se secaron, se resuspendieron en ácido 

fórmico al 0,1 % y se sonicaron durante 5 minutos. Tras este proceso preparativo, las mezclas 

de péptidos se separaron en el sistema nanoACQUITY UPLC (Waters) acoplado a un 

espectrómetro de masas LTQ Orbitrap XL (Thermo Electron). El análisis de las muestras se 

llevó a cabo cargando una alícuota de cada una de ellas en una columna Symmetry 300 C18 

UPLC Trap, 180 μm x 20 mm, 5 μm (Waters). La precolumna fue conectada a una columna 

BEH130 C18, 75 μm x 200 mm, 1,7μm (Waters), y equilibrada con acetonitrilo al 3 % y ácido 

fórmico al 0,1 %. Los péptidos se eluyeron directamente en el capilar de 

nanoelectropulverización (Proxeon Biosystems) a 300 nl/min, usando un gradiente lineal de 

120 minutos de acetonitrilo al 3-50 %. El espectrómetro de masas ETD Orbitrap XL (Thermo) 

se utilizó con variación automática entre la adquisición de MS y de MS/MS de forma alterna, 
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haciendo uso del modo de adquisición dependiente de datos (DDA). Los espectros completos 

de MS (rango de relación m/z = 400 - 2000) se obtuvieron del Orbitrap con una resolución de 

30.000 a relación m/z de 400, usando dos masas de bloqueo (445,120024 y 462,146573) para 

aumentar la precisión de las medidas. Los seis iones más intensos de cada muestra se 

sometieron a disociación inducida por colisión (CID) en la trampa lineal de iones. Los 

precursores con estados de carga de 2 y 3 se seleccionaron específicamente para la 

fragmentación. A medida que se iban analizando los iones, estos eran excluidos de un análisis 

posterior durante 30 segundos utilizando listas de exclusión dinámica. Finalmente, las 

búsquedas en la base de datos se realizaron con el software Proteome Discoverer v.1.4 

(Thermo Fisher Scientific). 

III.1.4.2 Análisis de expresión diferencial 

El análisis de expresión diferencial de las proteínas identificadas se llevó a cabo con el 

programa Progenesis LC-MS (Nonlinear Dynamics Ltd., Newcastle upon Tyne, Reino Unido). 

Tras cargar los archivos originales, una de las muestras se seleccionó como referencia y sobre 

ella se alinearon los picos de intensidad de los iones precursores en el resto de muestras. De 

este modo, se pudo calcular las relaciones de abundancia relativa entre las muestras a alinear 

y la referencia, en los diferentes tiempos de retención. A continuación, las proteínas se 

identificaron utilizando el motor de búsqueda Mascot v2.1 (Matrix Science). La 

carbamidometilación de las cisteínas se estableció como modificación fija, y la oxidación de 

metioninas como modificación variable, seleccionando la tripsina como proteína utilizada en 

el procesamiento de muestras y permitiendo un margen de error de 2 cortes enzimáticos 

fallidos. Además, se usaron 10 ppm de tolerancia de masas de péptidos y 0,5 Da de tolerancia 

de masas de fragmentos. Los espectros generados se buscaron en la base de datos 

Uniprot/Swissprot versión 2016_02 restringida a Homo sapiens. Para estimar la tasa de 

descubrimientos falsos (FDR) de las muestras y establecer el umbral máximo de este valor, se 

realizó una búsqueda de prueba en la base de datos. Según los parámetros obtenidos, se 

decidió establecer el umbral en FDR < 1 % para los péptidos identificados. La cuantificación de 

proteínas se realizó a partir de la información relativa a los tres péptidos más intensos (cuando 

los hubiera), y solo las proteínas con un valor de p menor de 0,05 según el test ANOVA, un fold 

change mayor a 1,2 en cualquier dirección y al menos dos péptidos con FDR < 1 % se 

consideraron alteradas significativamente. La abundancia relativa normalizada de cada 
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proteína se expresó como su media ± la desviación estándar (SD). La representación gráfica 

del nivel de expresión relativa de las proteínas más destacadas por su significación estadística 

se llevó a cabo con el programa R v.3.6.0 (R Core Team, 2019), haciendo uso de las librerías 

ggplot (Wickham, 2016) y gridExtra (Auguie, 2017). 

III.1.4.3 Análisis bioinformático de las proteínas diferencialmente expresadas 

Las proteínas con expresión diferencial en FM se analizaron con el programa Ingenuity 

Pathways Analysis (IPA; Ingenuity® Systems, www.ingenuity.com). Este software permite, 

además de vincular los cambios en la expresión de proteínas con la alteración de distintas 

rutas moleculares, predecir el estado de activación/inhibición de otras rutas y proteínas 

reguladoras asociadas. Asimismo, IPA es capaz de representar gráficamente todas las rutas 

vinculadas al estudio, indicando el papel dentro de ellas y el estado de expresión de cada 

proteína detectada. De las herramientas proporcionadas por IPA, se utilizaron : (i) “Canonical 

Pathways”, para el estudio del papel de cada proteína en rutas moleculares específicas; (ii) 

“Diseases & Functions”, para conocer la relación entre la alteración de estas proteínas y 

procesos fisiológicos y/o patológicos establecidos y (iii) “Network-building tool”, para conocer 

las redes de interacción de las proteínas alteradas y otras ajenas al estudio y la relación de 

estas redes con múltiples procesos en el organismo. Además, se utilizó el valor Z que infiere 

el estado de activación de rutas y factores de transcripción relacionados con las proteínas del 

estudio, valorando la concordancia entre la expresión de estas y lo descrito en la literatura 

científica.  

De forma complementaria, se utilizó la herramienta Mapper-search & color pathway 

de la base de datos KEGG (https://www.genome.jp/kegg/tool/map_pathway1.html; Kanehisa 

y Goto, 2000), útil para representar de forma esquemática el papel que desempeña cada 

proteína en una ruta molecular concreta, así como la base de datos PANTHER del Gene 

Ontology Consortium (Mi et al., 2017), herramienta con la que se llevó a cabo el estudio de 

términos de ontología génica (GO) para proporcionar una descripción general de los genes 

codificantes de las proteínas implicadas en el estudio. 

http://www.ingenuity.com/
https://www.genome.jp/kegg/tool/map_pathway1.html
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III.1.5 Validación de las proteínas diferencialmente expresadas en cada grupo 

experimental 

Una vez determinadas las proteínas diferencialmente expresadas en los distintos 

grupos analizados, se procedió a comprobar algunos resultados del análisis proteómico 

mediante técnicas alternativas. Concretamente, las dos proteínas con mayor ratio FM/SANAS, 

haptoglobina y fibrinógeno, se validaron utilizando tests habituales en los laboratorios de 

diagnóstico. Así, la concentración de haptoglobina se determinó por inmunoturbidimetría, 

usando la prueba Tina-quant (Roche Diagnostics®) en un analizador MODULAR P de 

Roche/Hitachi. El fibrinógeno fue confirmado utilizando el reactivo Mutifibren® U (Dade 

Behring Holdings, Inc.) en un analizador BCS XP (Siemens). Además, para la valoración clínica 

del parámetro VSG se usaron tubos BD SeditainerTM analizados en un BDVacutainer® Sedi-

15TM (Becton Dickinson).  

Para corroborar los niveles de APOL1, ACTB y THBG, 3 proteínas normalizadas tras la 

intervención nutricional con AOVE, se utilizaron kits ELISA de CusabioTM (ACTB: CSB-E13298h) 

y Cloud-Clone Corp.TM (APOL1: SED741Hu; THBG: SEA305Hu), siguiendo las recomendaciones 

de los fabricantes. 

 

III.2 MODELO IN VITRO: ESTUDIO EN FIBROBLASTOS DERMALES 

La segunda parte de esta tesis doctoral consistió en la realización de un estudio in vitro 

con fibroblastos dermales procedentes de una mujer sana (SANAS) y de una enferma de FM 

(FM), tratados con HT (FM+HT). 

III.2.1 Tratamiento con hidroxitirosol 

Para estudiar el efecto del HT sobre los fibroblastos dermales, las células se trataron, 

en función del experimento, con diferentes concentraciones de HT (1,5, 25, 50, 100, 150, 200 

y 300 µM) diluido en etanol absoluto, durante 48 h. Como controles se utilizaron células 

tratadas con etanol absoluto. 

III.2.2 Descripción y mantenimiento de los cultivos primarios 

Se utilizaron dos cultivos celulares de fibroblastos dermales primarios procedentes de 

una persona sana (SANAS) y de una paciente de FM (FM), cedidos por el Dr. Cordero (Instituto 
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de Nutrición y Tecnología de los Alimentos “José Mataix”, Granada, España). Las células se 

mantuvieron en cámaras incubadoras (CO2 JOUAN IG 150) a temperatura constante (37 oC) y 

atmósfera al 5 % de CO2. El medio de cultivo utilizado fue DMEM (Dulbecco’s modified Eagle’s 

medium) con concentración elevada de glucosa (4,5 mg/l), suplementado con un 20 % de 

suero bovino fetal, penicilina (100 U/ml), estreptomicina (0,1 µg/ml) y anfotericina B (0,25 

µg/ml). El uso de este modelo in vitro fue informado favorablemente por la Comisión de Ética 

de la Universidad de Jaén (anexo 4). 

III.2.3 Valoración de la citotoxicidad del hidroxitirosol 

El efecto citotóxico del HT sobre la proliferación celular se valoró mediante tinción con 

sulforrodamina-B (Valenzuela et al., 1995). Para ello, las células se sembraron en placas de 

cultivo de 24 pocillos a una concentración de 40.000 células/pocillo. Tras 24 h, se trataron con 

HT (25, 50, 100, 150, 200 y 300 µM) durante 48 h. Una vez transcurrida la incubación, se retiró 

el medio, se lavó el cultivo con tampón fosfato salino y se fijaron las células con ácido 

tricloroacético al 10 % durante 30 min y a una temperatura de 4 oC. A continuación, los pocillos 

se lavaron con agua corriente para, posteriormente, y una vez secos, poder teñir las células 

con sulforrodamina-B (Sigma) disuelta al 0,4 % en ácido acético al 1 %. Pasado el tiempo de 

tinción (30 min), se lavaron los pocillos con ácido acético al 1 % para eliminar el colorante no 

unido a la monocapa celular. Finalmente, tras secar las placas, el colorante unido se solubilizó 

con tampón Tris 10 mM (pH 10,5) y se cuantificó su absorbancia a 492 nm en un lector de 

placas (ThermoLabSystem Multiscan Ascent).  

III.2.4 Determinación del nivel de estrés oxidativo 

El nivel basal de estrés oxidativo se determinó mediante la cuantificación de los niveles 

de ERO intracelulares. Este parámetro se midió por fluorescencia (Wang y Joseph, 1999) 

utilizando diacetato de 2’,7´-diclorofluoresceína (DCFH-DA) que, una vez en el interior de las 

células, se oxida en presencia de radicales libres (especialmente de peróxido de hidrógeno), 

generando el compuesto fluorescente 2’,7-diclorofluoresceína (DCF). Para este ensayo, las 

células sanas y procedentes de FM se sembraron en placas de 96 pocillos a una concentración 

de 10.000 células/pocillo. Tras 24 h, se retiró el medio y se añadió DCFH-DA 100 μM, disuelta 

en tampón de Krebs y preparada de forma extemporánea partiendo de un stock 20,5 mM en 

DMSO. Tras 30 min de incubación, las células se lavaron tres veces con tampón de Krebs. A 
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continuación, se midió la fluorescencia generada por el compuesto DCF (excitación 485 nm, 

emisión 535 nm) utilizando un lector de microplacas (Sinergy HT, BioTek).  

Este mismo procedimiento se siguió para evaluar el efecto antioxidante del HT. En este 

caso, los cultivos se trataron previamente con concentraciones variables de HT (0,01, 5, 10, 

25, 50, 100 y 200 µM) durante un tiempo de 48 h.  

III.2.5 Estudio del perfil proteómico y análisis bioinformático 

El estudio en fibroblastos de las diferencias en el proteoma asociadas a la FM (FM vs. 

SANAS), así como del efecto del tratamiento con HT a concentración de 1,5 µM (FM vs. 

FM+HT) se llevó a cabo sobre 4 réplicas biológicas de cada cultivo, de forma similar a lo 

descrito en el epígrafe III.1.4. No obstante, en este caso no se realizó depleción por columna, 

innecesaria en los extractos proteicos celulares por su menor complejidad. Además, se 

utilizaron las herramientas de IPA “Tox”, que proporciona información sobre la respuesta 

inducida por el tratamiento con distintos agentes tóxicos, y “Path designer”, útil en la edición 

de los gráficos de rutas. Aunque el criterio considerado para establecer las proteínas 

diferencialmente expresadas fue similar al empleado en el estudio en plasma, para el análisis 

bioinformático de proteínas revertidas con HT sólo se consideraron aquellas que en la 

comparación FM vs. SANAS habían mostrado un fold change > 1,5 en cualquier dirección. 

III.2.6 Validación de las proteínas diferencialmente expresadas en cada grupo 

experimental 

Tras evaluar las proteínas diferencialmente expresadas en los distintos grupos, se 

procedió a la validación de algunos resultados del análisis proteómico mediante técnicas 

alternativas. Como paso previo, se calculó la concentración proteica de los extractos celulares 

por el método Bradford (Bradford, 1976), usando albúmina sérica bovina como proteína 

patrón. Para la validación se utilizaron las técnicas de western blot, con anticuerpos 

monoclonales específicos para cada proteína (colágeno 1: COL1A1, 1/200, sc-293182; 

colágeno 6: COL6A1, 1/100, sc-377143; colágeno 12: COL12A1, 1/100, sc-166020; Santa Cruz 

Biotechnology Inc.), y ELISA (fibronectina 1: FN1, CusabioTM, CSB-E04551h).  

Para el western blot, se separaron por electroforesis cantidades conocidas de proteína 

de las diferentes muestras (15 μg) previamente desnaturalizadas, según lo descrito por 

Laemmli (Laemmli, 1970). La electroforesis se llevó a cabo en geles de poliacrilamida al 7,5 % 
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y de 1,5 mm de grosor. Una vez finalizada la electroforesis, las proteínas se transfirieron a una 

membrana de polifluoruro de vinilideno (Immobilon P, Millipore) por transferencia semiseca 

(Trans-Blot® SD Semi-Dry Transfer Cell, BioRad). Las membranas se bloquearon con tampón 

de bloqueo (leche en polvo desnatada al 3,5 % p/v en Tris-HCl 25 mM pH 7,6, NaCl 137 mM, 

KCl 2,6 mM y Tween-20 al 0,1 %) durante 1 h y posteriormente se incubaron durante toda la 

noche a 4 oC en agitación suave con los correspondientes anticuerpos primarios diluidos en 

tampón de bloqueo. Una vez terminada la incubación, las membranas se lavaron con tampón 

de lavado (leche desnatada en polvo al 1,5 % p/v en Tris-HCl 25 mM pH 7,6, NaCl 137 mM, KCl 

2,6 mM y Tween 20 al 0,05 %) 3 veces durante 5 min en agitación a Tª ambiente. A 

continuación, las membranas se incubaron 1 h a Tª ambiente con el anticuerpo secundario 

(1/5000, anti-mouse A0168, Sigma). Transcurrido el tiempo de incubación, se lavaron las 

membranas 3 veces con tampón de lavado y el complejo antígeno-anticuerpo se detectó 

mediante revelado por quimioluminiscencia utilizando el kit comercial ECLTM Plus (Amersham 

Corp.). Como control de carga, se realizó la inmunodetección de la α-tubulina con un 

anticuerpo monoclonal (1/16.000, T5168, Sigma-Aldrich). La cuantificación densitométrica de 

las autorradiografías se llevó a cabo con el programa TotalLab (v1.11). 

La confirmación de la reversión tras tratamiento con HT de las proteínas cofilina (CFL1) 

y catenina beta (CTNNB1), se realizó con kits de ELISA comerciales siguiendo las instrucciones 

del fabricante (CFL1: Cloud-Clone Corp.TM, SEB559Hu; CTNNB1: Cloud-Clone Corp.TM, 

SEB021Hu). 

 

III.3 ANÁLISIS ESTADÍSTICO 

Todos los datos se han expresado como el valor medio de la muestra ± desviación 

estándar (SD) de, al menos, tres valores independientes. En todos los supuestos, durante el 

contraste de hipótesis entre grupos, se ha considerado hipótesis nula (H0) la ausencia de 

diferencias entre los grupos comparados, estableciendo la significación estadística para poder 

rechazar dicha hipótesis en 0,05 (error de tipo I, α = 0,05). Por tanto, siempre que en los test 

estadísticos aplicados el valor p resultara menor que el error de tipo I (p < 0,05), se rechazó 

H0, es decir, se asumió que existían diferencias estadísticamente significativas entre los grupos 

comparados. 
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Para conocer la distribución de los datos, estos se analizaron mediante el test de 

Kolmogorov-Smirnov antes de cada análisis comparado, comprobando así si los datos seguían 

una distribución normal. En caso afirmativo, y si la comparativa a realizar era de un grupo 

frente a otro, la diferencia entre las medias de los grupos comparados se realizó mediante el 

test paramétrico t de Student para medidas desapareadas. Por el contrario, si los datos no 

seguían una distribución normal, estas diferencias se valoraron con el test no paramétrico U 

de Mann-Whitney. La comparación entre múltiples grupos se hizo con los tests estadísticos 

ANOVA de un factor (si los grupos siguieran una distribución normal) o Kruskal Wallis (en caso 

contrario). Si las diferencias resultaban estadísticamente significativas, se utilizaron los test 

post-hoc Tukey, Dunn o Dunnet, en función de las comparativas realizadas.  

Por su parte, cuando se pretendía evaluar la correlación entre variables, se aplicaron 

los test de Pearson (si los datos procedían de una distribución normal) o de Spearman (si los 

datos procedían de una distribución diferente a la normal). En caso de la comparación de 

variables categóricas nominales (como ocurre, por ejemplo, en los estadísticos relativos a los 

términos GO) el test estadístico elegido para contrastar hipótesis fue el test Exacto de Fischer.  

Por último, para determinar la posible capacidad diagnóstica de marcadores de FM se 

elaboraron curvas Características Operativas del Receptor (ROC). Este es un método 

estadístico extensamente utilizado para determinar la exactitud diagnóstica de un test. Con el 

objetivo de evaluar la capacidad discriminativa entre grupos de cada marcador en concreto, 

se utilizó el valor del Área Bajo la Curva (AUC). Esta capacidad se considera mayor cuanto más 

se acerque este valor a 1 (Akobeng, 2007). Todos los análisis estadísticos se llevaron a cabo 

con el software GraphPad Prism® 6.01. 
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IV.1 DIFERENCIAS EN EL PROTEOMA PLASMÁTICO DE PACIENTES DE FIBROMIALGIA Y 

EFECTO DEL CONSUMO DE ACEITE DE OLIVA VIRGEN EXTRA  

IV.1.1 Diferencias asociadas a la fibromialgia en el proteoma plasmático  

El plasma es un tejido de fácil extracción y gran información biológica. Para establecer 

las diferencias moleculares asociadas a la FM en este tejido se abordó el estudio proteómico 

comparado del plasma de mujeres sanas y pacientes de FM (objetivo 1). 

IV.1.1.1 Datos clínicos y demográficos de las participantes en el estudio 

Los datos clínicos y demográficos de las participantes en el estudio (SANAS y FM) se 

recogen en la tabla 3. El valor medio del cuestionario FIQ de las pacientes superó los 50 

puntos, indicando la severa afectación de su capacidad funcional. Asimismo, la valoración del 

dolor realizada mediante EVA fue superior a 5, punto medio de dolor percibido. Al comparar 

la puntuación del cuestionario de salud SF-12 de ambos grupos, se observó que las pacientes 

de FM tienen una percepción de su estado de salud significativamente peor, tanto a nivel físico 

(PCS-12, p < 0,05) como mental (MCS, p < 0,001). 

Variable SANAS  
(n = 12) 

FM 
(n= 12) 

valor de p  

Edad (años) 47,58 ± 7,94 50,58 ± 6,27 > 0,05 

Puntuación FIQ - 52,38 ± 17,07 - 

Puntuación EVA - 5,62 ± 2,83 - 

Puntuación PCS-12 55,08 ± 2,52 33,53 ± 9,16  < 0,001*** 

Puntuación MCS-12 50,48 ± 5,75 38,53 ± 13,99  < 0,05* 

Tabla 3. Datos clínicos y demográficos de las personas sanas y las pacientes de FM. Diferencias 
estadísticamente significativas respecto a mujeres sanas: * p < 0,05; ***p < 0,001.  

 

IV.1.1.2 Análisis comparado del perfil proteómico del plasma 

En el análisis proteómico de las muestras de plasma se identificaron un total de 266 

proteínas, de las cuales 33 se hallaron diferencialmente expresadas atendiendo a su 

abundancia relativa: 25 elevadas (FM/SANAS  1,2; FDR < 1 %; p < 0,05) y 8 reducidas 

(FM/SANAS < 0,8; FDR < 1 %; p < 0,05; Tabla 4).  
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ID en 
Uniprot 

Nombre de la proteína Abreviatura 
Nombre 
del gen 

Ratio 
(FM/SANAS) 

valor de p 

P00738 Haptoglobina HPT HP 2,54 7,95E-05 

P02679 
Fibrinógeno (cadena 

gamma) 
FIBG FGG 2,30 5,49E-03 

P60709 Actina citoplasmática 1 ACTB ACTB 2,26 1,11E-03 

P07996 Trombospondina-1 TSP1 THBS1 2,21 3,33E-02 

O14791 Apolipoproteína L1 APOL1 APOL1 1,91 3,77E-04 

P35542 
Proteína A-4 sérica 

amiloide 
SAA4 SAA4 1,89 3,43E-03 

P02655 Apolipoproteina C2 APOC2 APOC2 1,83 1,15E-02 

P02787 Transferrina sérica TRFE TF 1,83 1,30E-03 

P02675 
Fibrinógeno (cadena 

beta) 
FIBB FGB 1,78 4,38E-02 

P20742 Pregnancy zone protein PZP PZP 1,76 4,05E-03 

P19652 
Alfa-1-glucoproteína 

ácida 2 
A1AG2 ORM2 1,74 4,58E-03 

P01876 
Ig alfa-1 (región C de la 

cadena) 
IGHA1 IGHA1 1,74 3,09E-02 

P00742 
Factor X de la 
coagulación 

FA10 F10 1,63 9,92E-03 

P02763 
Alfa-1-glucoproteína 

ácida 1 
A1AG1 ORM1 1,58 2,27E-02 

P01023 Alfa-2-macroglobulina A2M A2M 1,52 1,20E-02 

P01871 
Ig mu (región C de la 

cadena) 
IGHM IGHM 1,52 2,24E-02 

P09871 
Subcomponente C1s del 

complemento 
C1S C1S 1,49 1,23E-04 

P02743 
Componente P sérico 

amiloide 
SAMP APCS 1,48 2,44E-02 

P08603 
Factor H del 

complemento 
CFAH CFH 1,43 4,20E-03 

P10643 
Componente C7 del 

complemento 
CO7 C7 1,39 9,26E-03 

P06681 Complemento C2 CO2 C2 1,38 9,72E-03 

P07225 
Proteína S dependiente 

de vitamina K 
PROS PROS1 1,38 1,06E-02 

P00740 
Factor IX de la 

coagulación 
FA9 F9 1,36 7,09E-03 

P02747 
Subunidad C del 

Subcomponente C1q del 
complemento 

C1QC C1QC 1,35 1,55E-02 

P02748 
Componente C9 del 

complemento 
CO9 C9 1,33 7,31E-03 
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ID en 
Uniprot 

Nombre de la proteína Abreviatura 
Nombre 
del gen 

Ratio 
(FM/SANAS) 

valor de p 

P01019 Angiotensinógeno ANGT AGT 0,73 3,98E-02 

P04196 
Glucoproteína rica en 

histidina 
HRG HRG 0,70 2,90E-02 

P08571 
Antígeno de 

diferenciación de 
monocitos CD14 

CD14 CD14 0,67 5,95E-03 

P08185 
Globulina fijadora de 

corticosteroides 
CBG SERPINA6 0,66 2,78E-02 

P05543 
Globulina fijadora de 

tiroxina 
THBG SERPINA7 0,63 5,93E-03 

Q9UK55 
Inhibidor de proteasas 

dependiente de 
proteína Z 

ZPI SERPINA10 0,63 1,29E-02 

Q9UGM5 Fetuína-B FETUB FETUB 0,53 3,75E-03 

P00915 Anhidrasa carbónica 1 CA1 CA1 0,47 4,06E-03 

Tabla 4. Proteínas con expresión diferencial en FM, ordenadas según su ratio FM/SANAS.  

 

Los valores individuales de las 3 proteínas con mayor significación estadística (p < 

0,001) se representan en la figura 13. 

 

Figura 13. Gráfico de cajas y bigotes de la abundancia relativa de haptoglobina (HPT), 
subcomponente C1 del complemento (C1S) y Apolipoproteína L1 (APOL1) en mujeres 
sanas y enfermas de FM. Diferencias estadísticamente significativas respecto a los 
valores en mujeres sanas: **p < 0,01 *** p < 0,001 
 

IV.1.1.3 Análisis bioinformático de las proteínas diferencialmente expresadas 

Una vez establecidas las proteínas diferencialmente expresadas en el proteoma 

plasmático de las pacientes de FM, se procedió a su análisis con el programa IPA y la base de 

datos KEGG. 
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IV.1.1.3.1 Análisis IPA 

En primer lugar, se llevó a cabo un análisis con IPA que permite, entre otros aspectos, 

establecer las rutas moleculares que se modifican como consecuencia de la expresión 

diferencial de proteínas en FM. De este modo, el programa detectó una variación 

estadísticamente significativa en 25 rutas (fig. 14).  

 

Figura 14. Gráfico de barras en IPA de las 25 rutas moleculares 
(Canonical pathways) alteradas en las pacientes de FM. En color 
naranja, las rutas con estadístico Z positivo. 
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Las proteínas que provocan la alteración de las 5 rutas con mayor significación 

estadística se recogen en la tabla 5: 

Ruta molecular afectada 
Nº de 

proteínas 
implicadas 

Abreviatura de las proteínas 

Señalización de la respuesta de fase aguda 14 
A1AG1, A1AG2, A2M, ANGT, 

C1S, CO2, CO9, FIBB, FIBG, HPT, 
HRG, SAA4, SAMP, TRFE 

Activación de LXR/RXR 9 
A1AG1, A1AG2, ANGT, APOC2, 
APOL1, CD14, CO9, SAA4, TRFE 

Activación de FXR/RXR 9 
A1AG1, A1AG2, ANGT, APOC2, 

APOL1, CO9, FETUB, SAA4, TRFE 

Sistema de la coagulación 6 
A2M, FA9, FA10, FIBB, FIBG, 

PROS 

Sistema del complemento 6 
C1QC, C1S, CFAH, CO2, CO7, 

CO9 

Tabla 5. Rutas moleculares alteradas en FM con mayor significación estadística y proteínas implicadas.  

 

Además, se elaboraron diagramas de Venn con el objetivo de representar 

gráficamente el número de proteínas comunes entre las rutas más interrelacionadas 

(Respuesta de fase aguda – Activación de LXR/RXR – Activación de FXR/RXR; Respuesta de fase 

aguda – Sistema de la Coagulación – Sistema del complemento; fig. 15).  

 

Atendiendo al valor Z, las rutas de mayor significación fueron “Producción de óxido 

nítrico y especies reactivas de oxígeno en macrófagos” y “Activación de LXR/RXR” (Z = 2,33 y 

Z = 2,34, respectivamente).  

Figura 15. Diagramas de Venn representativos del número de 
proteínas exclusivas y comunes entre rutas moleculares.  
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Otra herramienta de gran utilidad dentro del software IPA es de “Disease & Function”, 

que permite valorar la relación entre las proteínas diferencialmente expresadas y distintas 

alteraciones fisiológicas. De este modo, se confirmó el papel activador que tenían sobre la ruta 

de la coagulación algunas de las proteínas alteradas en pacientes de FM, así como la inhibición 

de la ruta implicada en el sangrado (fig. 16).  

 

Figura 16. Gráfico representativo de las rutas moleculares de 
la Coagulación y el Sangrado y su relación con las proteínas 
alteradas en FM. En rojo, las proteínas elevadas y en verde, las 
proteínas con expresión reducida en FM.  

 

Por otro lado, la herramienta “Networks” de IPA es útil para la construcción de redes 

moleculares. Estas redes se componen de proteínas contenidas en el perfil proteómico 

introducido y de otras ajenas a este pero que interaccionan con ellas. Así, IPA generó la red 

molecular de la figura 17, integrada por 23 de las 33 proteínas diferencialmente expresadas 

en FM, que el programa relacionó con “Alteraciones del desarrollo, alteraciones hereditarias 

y enfermedades inmunológicas”. 
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Figura 17. Representación esquemática en IPA de la red “Alteraciones del 
desarrollo, alteraciones hereditarias y enfermedades inmunológicas”. En rojo, las 
proteínas elevadas y en verde, las proteínas con expresión reducida en FM. 

 

IV.1.1.3.2 Análisis KEGG 

Con el objeto de representar de una forma más sencilla el papel de las proteínas 

alteradas en FM se hizo uso de la base de datos KEGG. Concretamente, se utilizó la 

herramienta KEGG “Mapper – Search & Color Pathway”. En esta base de datos, las rutas del 

Complemento y la Coagulación fueron las más afectadas en las pacientes de FM, con un total 

de 11 proteínas alteradas. Estas proteínas formaban parte de la vía clásica del complemento 

(C1S, CO7, CO2, C1QC, CO9) y de la vía intrínseca de la coagulación (FA9, FA10, FIBB, FIBG). 

Además, la red molecular generada permitió comprobar el papel inhibidor de CFAH y A2M, 
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ambas con expresión elevada en FM, sobre la vía alternativa del complemento y la fibrinólisis, 

respectivamente (fig. 18). 

  

Figura 18. Rutas de la coagulación y el complemento. En verde, las proteínas con expresión diferencial 
en FM, todas ellas elevadas.  
 

IV.1.1.4 Validaciones de los resultados de proteómica 

Con el objeto de comprobar la alteración de las dos proteínas con mayor expresión 

diferencial (HPT y FIBG) que, además, estaban estrechamente relacionadas con las dos rutas 

de mayor relevancia encontradas (fase aguda y coagulación), se llevó a cabo una 

determinación de la concentración de ambas mediante técnicas alternativas a la proteómica. 

Esta validación, realizada con tests habituales en los laboratorios de diagnóstico, confirmó la 

elevación de estas proteínas en FM (tabla 6). Además, por su relación directa con la fase aguda 



Procesos biológicos implicados en fibromialgia. Influencia del aceite de oliva 

Página | 69  

y la coagulación, también se determinó la VSG en mujeres sanas y enfermas de FM, parámetro 

que resultó ser mayor en estas últimas (tabla 6). 

Variable 
SANAS  
(n = 12) 

FM 
 (n = 12) 

valor de p 

Haptoglobina (mg/dl) 100,55 ± 22,41 154,86 ± 62,26 < 0,05* 

Fibrinógeno (g/l) 2,77 ± 0,41 3,43 ± 0,78 < 0,01**  

VSG (mm) 7,86 ± 3,34 20,33 ± 9,17 < 0,01** 

Tabla 6. Valores, representados como su media ± SD, de las determinaciones clínicas efectuadas. 
Diferencias estadísticamente significativas respecto a mujeres sanas: * p < 0,05; **p < 0,01. 

 

Los resultados de la correlación entre los parámetros clínicos y proteómicos 

relacionados con la coagulación y la inflamación se recogen en la tabla 7. En todos los casos, 

esta correlación fue positiva, confirmando la conexión existente entre ambas rutas. 

  Clínica Proteómica 

  
Haptoglobina 

(mg/dl) 

Fibrinógeno 

(g/L) 

VSG 

(mm) 
HPT FIBB FIBG 

C
lín

ic
a 

Haptoglobina 
(mg/dl) 

1 0,648 0,667 0,755 0,506 0,548 

Fibrinógeno 
(g/L) 

 1 0,791 0,720 0,568 0,582 

VSG (mm)   1 0,729 0,484 0,504 

P
ro

te
ó

m
ic

a HPT    1 0,668 0,670 

FIBB     1 0,932 

FIBG      1 

Tabla 7. Coeficientes de correlación entre las determinaciones clínicas y proteómicas.  
 

IV.1.1.5 Utilidad diagnóstica de las proteínas diferencialmente expresadas 

Una vez identificadas las proteínas con expresión diferencial en las pacientes de FM, 

se elaboraron curvas de rendimiento diagnóstico (curvas ROC) con el objetivo de identificar 

aquellas que pudieran ser útiles como biomarcadores de esta patología. De las 33 proteínas, 

en 4 (ACTB, FIBG, SAA4, TRFE) se obtuvo un valor de AUC mayor que 0,85 (p < 0,01). 

Concretamente, en 2 proteínas (C1S y HPT) incluso se superó el valor de AUC de 0,90 (0,92 y 

0,94 respectivamente; p < 0,001; fig. 19).  
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Figura 19. Curvas ROC de las 6 proteínas con un valor de AUC 
superior a 0,85. 
 

IV.1.2 Efecto del consumo de una dieta enriquecida con aceite de oliva virgen extra 

en el proteoma plasmático de pacientes de fibromialgia 

Tras confirmar la implicación de rutas moleculares relacionadas con la respuesta de 

fase aguda, la inflamación, el sistema inmune y el metabolismo lipídico en FM, y considerando 

las propiedades beneficiosas que el AOVE tiene sobre estas, se procedió al estudio del efecto 

del consumo de una dieta enriquecida con este aceite (objetivo 2). 

IV.1.2.1 Datos clínicos y demográficos de las participantes en el estudio 

Los datos clínicos y demográficos de las pacientes de FM, que consumieron (FMA) o no 

(FM) AOVE, se muestran en la tabla 8.  

Variable FM  
(n= 12) 

FMA  
(n = 11) 

valor de p  

Edad (años) 50,58 ± 6,27 55,45 ± 6,93 > 0,05 

Puntuación FIQ 52,38 ± 17,07 50,43 ± 18,47 > 0,05 

Puntuación EVA 5,62 ± 2,83 5,35 ± 1,64 > 0,05 

Puntuación PCS-12 33,53 ± 9,16 34,32 ± 6,23 > 0,05 

Puntuación MCS-12 38,53 ± 13,99 36,19 ± 9,74 > 0,05 

Tabla 8. Datos clínicos y demográficos de pacientes de FM con y sin intervención nutricional.  
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IV.1.2.2 Análisis comparado del perfil proteómico del plasma 

Tras la intervención nutricional se procedió a analizar el impacto del AOVE sobre el 

proteoma plasmático, utilizando el grupo FMA como control. Así, y siguiendo los mismos 

criterios estadísticos que en el estudio proteómico anterior (ratio FM/FMA  1,2 o < 0,8; valor 

de p < 0,5 y un mínimo de 2 péptidos con FDR < 1 %), se pudieron identificar 20 proteínas con 

diferente abundancia relativa entre grupos (FM vs. FMA; tabla 9). De estas proteínas, 11 

aumentaron su expresión en FM con el consumo del AOVE, haciendo que la ratio FM/FMA 

disminuyera (FM/FMA < 0,8), y 9 la disminuyeron (FM/FMA > 1,2).  

 

 

ID en 
Uniprot 

Nombre de la proteína Abreviatura 
Nombre 
del gen 

Ratio 
(FM/FMA) 

valor de p 

P02751 Fibronectina FINC FN1 6,95 7,39E-03 

P02679 
Fibrinógeno (cadena 

gamma) 
FIBG FGG 2,69 3,86E-03 

P17936 
Proteína 3 de unión al 
factor de crecimiento 
parecido a la insulina 

IBP3 IGFBP3 2,56 3,92E-02 

P60709 Actina citoplasmática 1 ACTB ACTB 2,05 8,03E-03 

P02655 Apolipoproteína C2 APOC2 APOC2 1,98 6,16E-03 

P36980 
Proteína relacionada con el 
Factor H del complemento 

FHR2 CFHR2 1,80 1,66E-02 

P35542 
Proteína A-4 sérica 

amiloide 
SAA4 SAA4 1,73 1,35E-02 

O14791 Apolipoproteína L1 APOL1 APOL1 1,62 1,47E-02 

P07357 
Complemento C8 (cadena 

alfa) 
CO8A C8A 1,21 4,22E-02 

P01011 Alfa-1-antiquimiotripsina AACT SERPINA3 0,78 2,27E-02 

P43251 Biotinidasa BTD BTD 0,71 3,53E-02 

P04003 
Proteína de unión al 

complemento C4b (cadena 
alfa) 

C4BPA C4BPA 0,71 2,02E-02 

P08185 
Globulina fijadora de 

corticosteroides 
CBG SERPINA6 0,67 2,53E-02 
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Tabla 9. Proteínas con expresión diferencial en pacientes de FM con y sin intervención nutricional, 
ordenadas según su ratio FM/FMA.  

 

Los valores individuales de las 3 proteínas con mayor significación estadística se 

representan en la figura 20. 

 

Figura 20. Gráfico de cajas y bigotes de la abundancia relativa de Glucoproteína-Zinc-
alfa-2 (ZA2G), Hemopexina (HEMO) y Globulina fijadora de tiroxina (THBG) en 
enfermas de FM con (FMA) y sin (FM) intervención nutricional. Diferencias 
estadísticamente significativas: **p < 0,01; *** p < 0,001.  

 

ID en 
Uniprot 

Nombre de la proteína Abreviatura 
Nombre 
del gen 

Ratio 
(FM/FMA) 

valor de p 

P01857 
Inmunoglobulina 

gamma-1 (región C de la 
cadena) 

IGHG1 IGHG1 0,66 3,32E-02 

Q9UGM5 Fetuína FETUB FETUB 0,63 1,61E-02 

P02790 Hemopexina HEMO HPX 0,62 3,36E-04 

P20851 
Proteína de unión al 
complemento C4b 

(cadena beta) 
C4BPB C4BPB 0,61 8,23E-03 

P05543 
Globulina fijadora de 

tiroxina 
THBG SERPINA7 0,54 2,79E-03 

P25311 
Glucoproteína-zinc-alfa-

2 
ZA2G AZGP1 0,44 7,43E-06 

Q15848 Adiponectina ADIPO ADIPOQ 0,30 1,03E-02 
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IV.1.2.3 Análisis bioinformático de las proteínas diferencialmente expresadas 

Al igual que se hizo en el estudio previo, las proteínas que mostraron diferencias 

estadísticamente significativas, se analizaron con el programa IPA y con la base de datos KEGG. 

IV.1.2.3.1 Análisis IPA 

Utilizando la herramienta IPA se detectaron 26 rutas moleculares que se modificaban 

tras el consumo de AOVE (fig. 21). 

 

Figura 21. Gráfico de barras de IPA con las 26 rutas 
moleculares que se modifican con AOVE. En color 
naranja, las rutas con estadístico Z positivo.  
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Comparando este análisis con el de pacientes de FM y mujeres sanas (figura 14), se 

observa que 4 de las 5 rutas más significativamente afectadas por el consumo de AOVE son 

también las más modificadas por la patología. Las proteínas con expresión diferencial 

causantes de la modificación de estas rutas se muestran en la tabla 10. 

Ruta molecular afectada 
Nº de 

proteínas 
implicadas 

Abreviatura de las proteínas 

Señalización de la respuesta de fase aguda 7 
AACT, C4BPA, C4BPB, FIBG, FINC, 

HEMO, SAA4 

Activación de LXR/RXR 5 APOC2, APOL1, FETUB, HEMO, SAA4 

Activación de FXR/RXR 4 APOC2, APOL1, HEMO, SAA4 

Sistema del complemento 3 CO8A, C4BPA, C4BPB 

Señalización de endocitosis mediada por 
clatrina 

4 ACTB, APOC2, APOL1, SAA4 

Tabla 10. Rutas modificadas por el AOVE con mayor significación estadística y proteínas responsables.  
 

A continuación, se utilizó la herramienta “Disease & Function” de IPA, que destacó los 

procesos inflamatorios con un total de 6 proteínas (fig. 22). 

 

 

Figura 22. Gráfico Diseases&Function representativo de la ruta de Inflamación. 
En rojo, las proteínas disminuidas por el consumo de AOVE y en verde las 
aumentadas. 
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Por último, la red molecular construida con la herramienta Networks de IPA estaba 

conformada por 13 de las 20 proteínas diferencialmente expresadas como consecuencia del 

consumo de AOVE en las pacientes de FM. Esta ruta se vinculó con la red “Señalización e 

interacción célula-célula, el desarrollo y la función del sistema hematológico y el tráfico de 

células inmunes” (fig. 23).  

 

Figura 23. Representación esquemática en IPA de la red “Señalización e interacción célula-célula, 
desarrollo y función del Sistema Hematológico y tráfico de células inmunes”, con 13 proteínas 
diferencialmente expresadas por el AOVE. En rojo, las proteínas disminuidas por el consumo de AOVE 
y en verde las aumentadas. 
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IV.1.2.3.2 Análisis KEGG 

El análisis KEGG de las proteínas con expresión diferencial tras la intervención 

nutricional (FMA) mostró la interacción entre las rutas del complemento y la coagulación 

como el proceso más destacado. La representación esquemática de estas (fig. 24) ubica las 4 

proteínas implicadas que respondieron a la intervención con AOVE (CO8A, C4BPA, C4BPB, 

FIBG). 

 

 

Figura 24. Rutas de la coagulación y el complemento. En amarillo, las proteínas afectadas por el 
consumo de AOVE en las pacientes de FM. 
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IV.1.2.4 Proteínas normalizadas por el consumo de aceite de oliva virgen extra 

Entre las 20 proteínas afectadas por la intervención nutricional con AOVE en pacientes 

de FM, resultó llamativo que tras la intervención nutricional 7 de ellas (ACTB, APOC2, APOL1, 

CBG, FIBG, SAA4, THBG; figura 25) mostraban niveles de expresión similares a los de mujeres 

sanas.  

 

Figura 25. Abundancia relativa de las 7 proteínas que respondieron a la intervención nutricional con 
AOVE. Diferencias estadísticamente significativas respecto a SANAS: *p < 0,05; **p < 0,01. 

 

IV.1.2.5 Validaciones de los resultados de proteómica 

Con el objetivo de corroborar los resultados sobre los que la dieta con AOVE tuvo 

mayor impacto, se utilizaron: la técnica ELISA, para determinar la expresión proteica de ACTB, 

APOL1 y THBG, y el test clínico de referencia para evaluar el fibrinógeno y la VSG. Los valores 

medios obtenidos en estas determinaciones se recogen en la tabla 11.  
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SANAS 
 (n = 12) 

FM  
(n = 12) 

FMA  
(n = 11) 

valor de p 

ACTB  
(ng/ml) 

0,12 ± 0,09 0,17 ± 0,12 0,16 ± 0,12 > 0,05 

APOL1 
(ng/ml) 

571,84 ± 97,85 471,61 ± 89,37 315,80 ± 94,67  < 0,001*** 

THBG 
(ng/ml) 

2819,78 ± 866,33 2225,55 ± 491,33 2510,99 ± 431,87 > 0,05 

Fibrinógeno 
(ng/ml) 

2,77 ± 0,41 3,43 ± 0,78 3,40 ± 0,54 < 0,05* 

VSG (mm) 7,86 ± 3,34 20,33 ± 9,17 12,91 ± 7,04 < 0,01** 

Tabla 11. Medias ± SD de las proteínas analizadas y de VSG. Diferencias estadísticamente significativas 
respecto a SANAS: *p < 0,05, **p < 0,01, ***p < 0,001. 

 

En la validación por ELISA sólo los valores obtenidos en APOL1 mostraron diferencias 

estadísticamente significativas al comparar entre grupos. El análisis de sus datos con un test 

post-hoc (test de Dunn) confirmó que las diferencias significativas ocurrían al comparar los 

grupos SANAS vs. FMA (p < 0,05), por un lado, y FM vs. FMA (p < 0,001) por otro, pero no entre 

mujeres sanas y pacientes de FM. Por tanto, sólo se pudo confirmar el efecto del AOVE sobre 

la APOL1, que disminuye su expresión en las pacientes que consumieron este aceite. 

Asimismo, la estadística sobre las determinaciones clínicas de fibrinógeno y VSG confirmó la 

diferencia entre grupos. En este caso, el test post-hoc de Dunnett para comparaciones 

múltiples frente a un valor de referencia registró diferencias estadísticamente significativas 

entre el grupo SANAS y FM (p < 0,05) en el caso del fibrinógeno, y entre los grupos SANAS (p 

< 0,01) y FMA (p < 0,01) con respecto a las pacientes de FM, en el caso de la VSG. De este 

modo, se pudo confirmar únicamente la acción normalizadora del AOVE sobre la VSG en la 

patología. 
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IV.2 DIFERENCIAS ASOCIADAS A LA FIBROMIALGIA EN EL PROTEOMA DE FIBROBLASTOS 

DERMALES Y EFECTO DEL TRATAMIENTO CON HIDROXITIROSOL 

IV.2.1 Diferencias asociadas a la fibromialgia en el proteoma de fibroblastos dermales  

Una vez demostrada la existencia de cambios en el proteoma plasmático de las 

pacientes de FM, se procedió al estudio comparado del proteoma de fibroblastos dermales 

procedentes de una mujer sana y de una paciente de FM (objetivo 3).  

IV.2.1.1 Nivel de estrés oxidativo  

El incremento en el nivel de estrés 

oxidativo es una de las alteraciones que con 

frecuencia se han asociado a la etiopatogenia de 

la FM. Este hecho, unido a la relación del estrés 

oxidativo con muchas de las rutas que se 

modificaban en el proteoma plasmático de las 

pacientes, propició que el estudio in vitro se 

iniciara con el análisis comparado de los dos 

cultivos utilizados (SANAS, FM). Tal y cómo se 

observa en la figura 26, este nivel fue 

significativamente mayor en el cultivo procedente 

de la paciente de FM, duplicando el valor 

encontrado en SANAS (p < 0,05).  

IV.2.1.2 Análisis comparado del proteoma de fibroblastos 

Tras confirmar la diferencia en el nivel de estrés oxidativo basal entre ambos cultivos, 

se procedió al estudio de su proteoma mediante nLC-MS/MS. Se detectaron un total de 816 

proteínas. De estas, 357 mostraron un nivel de expresión diferencial en las células de la 

paciente de FM: 154 elevadas (FM/SANAS  1,2; FDR < 1 %; p < 0,05) y 203 reducidas (ratio 

FM/SANAS < 0,8; FDR < 1 %; p < 0,05). El elevado número de proteínas con expresión 

diferencial hizo conveniente una primera aproximación con la herramienta PANTHER 

utilizando los términos GO. De este modo fue posible conocer las funciones de las proteínas 

alteradas en la patología. Atendiendo a la categoría de procesos biológicos (PANTHER GO-Slim 

Biological process) y aplicando un test exacto de Fisher con un filtro de FDR < 5 %, se logró 

Figura 26. Nivel de estrés oxidativo basal en 
células de una mujer sana y de una paciente 
de FM (n=3). Diferencias estadísticamente 
significativas respecto al control: *p < 0,05. 
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identificar más de 30 procesos biológicos alterados en FM. En la tabla 12 se muestran los 25 

procesos con mayor fold enrichment entre las proteínas afectadas en FM.  

PANTHER GO-Slim Biological 
Process 

Client Text 
Box Input 

(357) 

Client Text Box Input 
(fold Enrichment) 

Client Text Box 
Input (FDR) 

actin filament depolymerization 
(GO:0030042) 

3 17.64 4.67E-02 

nucleotide-sugar metabolic process 
(GO:0009225) 

4 14.70 2.35E-02 

tricarboxylic acid cycle (GO:0006099) 5 11.31 1.59E-02 

cell morphogenesis involved in 
differentiation (GO:0000904) 

5 11.31 1.51E-02 

chondrocyte differentiation 
(GO:0002062) 

4 9.80 4.78E-02 

bone morphogenesis (GO:0060349) 4 9.80 4.67E-02 

ribosomal small subunit biogenesis 
(GO:0042274) 

7 8.23 6.13E-03 

cellular amino acid metabolic 
process (GO:0006520) 

12 8.02 2.22E-05 

aerobic respiration (GO:0009060) 5 7.54 3.63E-02 

tRNA metabolic process 
(GO:0006399) 

6 7.20 2.28E-02 

skeletal system development 
(GO:0001501) 

6 6.92 2.38E-02 

cellular modified amino acid 
metabolic process (GO:0006575) 

6 6.53 2.67E-02 

formation of translation initiation 
ternary complex (GO:0001677) 

24 6.50 2.56E-09 

translational termination 
(GO:0006415) 

24 6.50 1.71E-09 

translational elongation 
(GO:0006414) 

24 6.50 1.28E-09 

organonitrogen compound 
metabolic process (GO:1901564) 

20 6.16 1.40E-07 

translation (GO:0006412) 25 5.81 3.42E-09 

protein folding (GO:0006457) 10 5.03 7.14E-03 

carboxylic acid catabolic process 
(GO:0046395) 

8 5.01 2.27E-02 

http://amigo.geneontology.org/amigo/term/GO:0030042
http://amigo.geneontology.org/amigo/term/GO:0009225
http://amigo.geneontology.org/amigo/term/GO:0006099
http://amigo.geneontology.org/amigo/term/GO:0000904
http://amigo.geneontology.org/amigo/term/GO:0002062
http://amigo.geneontology.org/amigo/term/GO:0060349
http://amigo.geneontology.org/amigo/term/GO:0042274
http://amigo.geneontology.org/amigo/term/GO:0006520
http://amigo.geneontology.org/amigo/term/GO:0009060
http://amigo.geneontology.org/amigo/term/GO:0006399
http://amigo.geneontology.org/amigo/term/GO:0001501
http://amigo.geneontology.org/amigo/term/GO:0006575
http://amigo.geneontology.org/amigo/term/GO:0001677
http://amigo.geneontology.org/amigo/term/GO:0006415
http://amigo.geneontology.org/amigo/term/GO:0006414
http://amigo.geneontology.org/amigo/term/GO:1901564
http://amigo.geneontology.org/amigo/term/GO:0006412
http://amigo.geneontology.org/amigo/term/GO:0006457
http://amigo.geneontology.org/amigo/term/GO:0046395
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PANTHER GO-Slim Biological 
Process 

Client Text Box 
Input (357) 

Client Text Box Input 
(fold Enrichment) 

Client Text Box 
Input (FDR) 

organic acid catabolic process 
(GO:0016054) 

8 5.01 2.18E-02 

ER to Golgi vesicle-mediated 
transport (GO:0006888) 

7 4.90 3.67E-02 

muscle contraction (GO:0006936) 8 4.75 2.62E-02 

cellular respiration (GO:0045333) 8 4.70 2.70E-02 

energy derivation by oxidation of 
organic compounds (GO:0015980) 

8 4.70 2.61E-02 

muscle system process 
(GO:0003012) 

8 4.61 2.78E-02 

Tabla 12. Procesos biológicos más destacados al analizar las proteínas con expresión diferencial en 
fibroblastos procedentes de FM. 

 

Del total de proteínas alteradas en FM, destacan por su valor de fold enrichment 

proteínas relacionadas con procesos metabólicos como: (i) ciclo de los ácidos tricarboxílicos 

(GO:0006099), (ii) metabolismo de nucleótidos (GO:0009225), (iii) metabolismo de ácidos 

orgánicos (GO:0016054) y (iv) metabolismo de ARN de transferencia (GO:0006399). Asimismo, 

se encontraron términos relacionados con la traducción (GO:0006412, GO:0006414, 

GO:0006415). Igualmente destacaron rutas más específicas íntimamente ligadas al desarrollo 

y funcionamiento del sistema músculo-esquelético como (i) la morfogénesis ósea 

(GO:0060349; O), (ii) el desarrollo del sistema esquelético (GO:0001501; E), (iii) la 

diferenciación de condrocitos (GO:0002062; C) y (iv) la contracción muscular (GO:0006936; 

M). Las proteínas participantes en estas rutas se muestran en la tabla 13. 

ID en 
Uniprot 

Nombre de la 
proteína 

Abreviatura 
Nombre 
del gen 

Ratio 
(FM/SANAS) 

valor de p Ruta 

P12110 
Cadena alfa-2 del 
Colágeno tipo VI 

CO6A2 COL6A2 0,82 8,02E-04 

E/O/C 

P12111 
Cadena alfa-3 del 
Colágeno tipo VI 

CO6A3 COL6A3 0,71 4,22E-02 

P12109 
Cadena alfa-1 del 
Colágeno tipo VI 

CO6A1 COL6A1 0,36 3,84E-05 

Q99715 
Cadena alfa-1 del 
Colágeno tipo XII 

COCA1 COL12A1 0,20 1,66E-05 

       

http://amigo.geneontology.org/amigo/term/GO:0016054
http://amigo.geneontology.org/amigo/term/GO:0006888
http://amigo.geneontology.org/amigo/term/GO:0006936
http://amigo.geneontology.org/amigo/term/GO:0045333
http://amigo.geneontology.org/amigo/term/GO:0015980
http://amigo.geneontology.org/amigo/term/GO:0003012
http://amigo.geneontology.org/amigo/term/GO:0006099
http://amigo.geneontology.org/amigo/term/GO:0009225
http://amigo.geneontology.org/amigo/term/GO:0016054
http://amigo.geneontology.org/amigo/term/GO:0006399
http://amigo.geneontology.org/amigo/term/GO:0006412
http://amigo.geneontology.org/amigo/term/GO:0006414
http://amigo.geneontology.org/amigo/term/GO:0006415
http://amigo.geneontology.org/amigo/term/GO:0060349
http://amigo.geneontology.org/amigo/term/GO:0001501
http://amigo.geneontology.org/amigo/term/GO:0002062
http://amigo.geneontology.org/amigo/term/GO:0006936
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ID en 
Uniprot 

Nombre de la 
proteína 

Abreviatura 
Nombre 
del gen 

Ratio 
(FM/SANAS) 

valor de p Ruta 

P50281 
Metaloproteinasa 14 

de la matriz 
MMP14 MMP14 1,31 4,45E-02 

E 

P02452 
Cadena alfa-1 del 

Colágeno tipo I 
CO1A1 COL1A1 0,09 1,25E-03 

Q13976 
Proteína quinasa 1 

dependiente de 
cGMP 

KGP1 PRKG1 1,91 1,04E-02 

M 

P17612 

Subunidad catalítica 
de la proteína 

quinasa dependiente 
de cAMP 

KAPCA PRKACA 1,81 3,56E-04 

P60660 
Cadena ligera 6 de la 

Miosina 
MYL6 MYL6 0,76 3,45E-02 

P24844 
Cadena ligera 9 de la 

Miosina 
MYL9 MYL9 0,58 1,32E-04 

P02511 
Cadena beta de la 

alfa cristalina 
CRYAB CRYAB 0,57 7,68E-04 

Q99439 Calponina-2 CNN2 CNN2 0,48 2,40E-04 

Q15417 Calponina-3 CNN3 CNN3 0,45 2,41E-05 

Q01995 Transgelina TAGL TAGLN 0,24 5,81E-05 

Tabla 13. Proteínas indexadas en las 4 rutas moleculares relacionadas con el sistema músculo-
esquelético, clasificadas según la ruta en la que participan (E = desarrollo del sistema esquelético; O = 
morfogénesis ósea; C = diferenciación de condrocitos; M = contracción muscular) y su ratio FM/SANAS. 
 
 

IV.2.1.3 Análisis bioinformático de las proteínas diferencialmente expresadas  

Tras caracterizar los principales procesos biológicos en los que participaban las 

proteínas cuya expresión se modificaba en el cultivo de FM, se procedió a un análisis más 

detallado con la ayuda del programa IPA y la base de datos KEGG.  

IV.2.1.3.1 Análisis IPA 

El estudio con IPA de las 357 proteínas con expresión diferencial en fibroblastos 

procedentes de FM mostró que un elevado número de rutas moleculares se alteraban 

significativamente en estos fibroblastos. De estas, un total de 4 contaban además con un Z 

significativo: (i) la señalización de la quinasa ligada a integrina (ILK; Z=-2,14), (ii) el ciclo de los 
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ácidos tricarboxílicos (Z=2,00), (iii) la β-oxidación de los ácidos grasos (Z=2,00), y (iv) la ruta de 

señalización de la glicoproteína VI (GP6; Z=-2,12; fig. 27). 

 

Figura 27. Gráfico de barras de IPA de las 4 rutas moleculares con Z 
significativo en los fibroblastos procedentes de FM. En color naranja, las 
rutas con estadístico Z positivo. En azul, aquellas con Z negativo. 

 

Las proteínas indexadas para cada una de esas rutas se recogen en la tabla 14. 

 

ID en 
Uniprot 

Nombre de la proteína Abreviatura 
Nombre 
del gen 

Ratio 
(FM/SANAS) 

valor de p Ruta 

Q15257 
Activador de la de la 
Fosfatasa proteica 2 

PTPA PTPA 1,44 3,16E-06 

ILK 

P08670 Vimentina VIME VIM 1,40 2,00E-05 

P05556 
Subunidad beta 1 de la 

Integrina 
ITB1 ITGB1 1,38 3,45E-03 

P60953 
Proteína 42 del Ciclo de 

división Celular 
CDC42 CDC42 1,21 6,41E-03 

P35579 
Cadena pesada 9 de la 

Miosina 
MYH9 MYH9 0,77 2,18E-03 

P60660 
Cadena ligera 6 de la 

Miosina 
MYL6 MYL6 0,76 3,45E-02 

E9PAV3 
Subunidad alfa del 

Complejo asociado al 
polipéptido naciente 

NACAM NACA 0,68 7,30E-04 

Q9NVD7 Parvina alfa PARVA PARVA 0,68 2,12E-04 

P23528 Cofilina 1 COF1 CFL1 0,67 3,78E-03 
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ID en 
Uniprot 

Nombre de la proteína Abreviatura 
Nombre 
del gen 

Ratio 
(FM/SANAS) 

valor de p Ruta 

P60709 Actina beta ACTB ACTB 0,66 2,96E-06 

ILK 

P35222 Catenina beta 1 CTNB1 CTNNB1 0,61 3,56E-04 

P24844 
Cadena ligera 9 de la 

Miosina 
MYL9 MYL9 0,58 1,32E-04 

Q9Y281 Cofilina 2 COF2 CFL2 0,58 1,09E-03 

O14974 
Subunidad reguladora 

12A de la Fosfatasa 
proteica 1 

MYPT1 PPP1R12A 0,54 7,61E-04 

Q14315 Filamina C FLNC FLNC 0,51 2,05E-04 

P02751 Fibronectina 1 FINC FN1 0,30 5,73E-07 

O75390 Citrato sintasa CISY CS 1,72 1,08E-02 

TCA 

P40926 
Malato 

deshidrogenasa 2 
MDHM MDH2 1,57 5,46E-03 

Q02218 
Oxoglutarato 

deshidrogenasa 
ODO1 OGDH 1,53 9,28E-03 

P36957 
Dihidrolipoil-lisina-

residuo S-
succiniltranferasa 

ODO2 DLST 1,21 8,25E-04 

P42765 
3-cetoactil-CoA tiolasa 

mitocondrial 
THIM ACAA2 1,82 1,70E-04 

BOX 

Q16836 
Hidroxiacil-Coenzima A 

deshidrogenasa 
mitocondrial 

HCDH HADH 1,81 2,89E-02 

P55084 
Subunidad beta de la 
proteína trifuncional 

mitocondrial 
ECHB HADHB 1,49 9,18E-05 

P40939 
Subunidad alfa de la 
proteína trifuncional 

mitocondrial 
ECHA HADHA 1,48 4,27E-02 

P63000 
GTPasa 1 pequeña de 

la familia Rac 
RAC1 RAC1 1,35 1,53E-02 

GP6 P12110 
Cadena alfa-2 del 
Colágeno tipo VI 

CO6A2 COL6A2 0,82 8,02E-04 

P12111 
Cadena alfa-3 del 
Colágeno tipo VI 

CO6A3 COL6A3 0,71 4,22E-02 
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Tabla 14. Proteínas indexadas en las 4 rutas moleculares con valores Z significativos. Las proteínas 
fueron clasificadas según la ruta en la que participan (ILK = señalización de ILK; TCA = ciclo de los ácidos 
tricarboxílicos; BOX = β-oxidación de los ácidos grasos; GP6 = señalización de GP6) y ordenadas en 
función de su ratio FM/SANAS.  

 

La herramienta “Path Designer” de IPA nos permite observar y editar rutas moleculares 

con el objetivo de entender mejor el papel concreto que cada proteína desempeña en ellas. 

De este modo, se representaron las rutas de señalización de GP6 (fig. 28), ILK (fig. 29), y 

aquellas relacionadas con el metabolismo: β-oxidación y ciclo de los ácidos tricarboxílicos (fig. 

30). 

 

Figura 28. Representación esquemática en IPA de la ruta de señalización de GP6. Las proteínas con 
expresión diferencial en FM se resaltan en función de su ratio FM/SANAS: en rojo, las proteínas 
elevadas y en verde las proteínas con expresión reducida.  

ID en 
Uniprot 

Nombre de la proteína Abreviatura 
Nombre 
del gen 

Ratio 
(FM/SANAS) 

valor de p 
 

P12109 
Cadena alfa-1 del 
Colágeno tipo VI 

CO6A1 COL6A1 0,36 3,84E-05 

GP6 

Q9Y490 Talina 1 TLN1 TLN1 0,27 1,16E-04 

Q99715 
Cadena alfa-1 del 
Colágeno tipo XII 

COCA1 COL12A1 0,20 1,66E-05 

P08123 
Cadena alfa-2 del 

Colágeno tipo I 
CO1A2 COL1A2 0,14 2,99E-07 

P02452 
Cadena alfa-1 del 

Colágeno tipo I 
CO1A1 COL1A1 0,09 1,25E-03 
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Figura 29. Representación esquemática en IPA de la ruta de señalización de ILK. Las proteínas con 
expresión diferencial en FM se resaltan en función de su ratio FM/SANAS: en rojo, las proteínas 
elevadas y en verde las proteínas con expresión reducida.  
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Figura 30. Representación esquemática en IPA de las rutas de señalización del ciclo de los ácidos 
tricarboxílicos y la β-oxidación. Las proteínas con expresión diferencial en FM se resaltan en función 
de su ratio FM/SANAS: en rojo, las proteínas elevadas y en verde las proteínas con expresión reducida.  

 

Por otro lado, la herramienta Networks de IPA generó la red molecular 

“Morfología/movimiento celular y desarrollo/función del tejido conectivo”, integrada por 35 

proteínas del total de proteínas con expresión alterada en FM (fig. 31). 

  

Figura 31. Esquema de interacción molecular en IPA de “morfología/movimiento celular y 
desarrollo/función del tejido conectivo”. Las proteínas con expresión diferencial en FM se resaltan en 
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función de su ratio FM/SANAS: en rojo, las proteínas elevadas y en verde las proteínas con expresión 
reducida. 

En el análisis del total de proteínas cuya expresión se modifica en los fibroblastos FM, 

resulta llamativa la clasificación “Tox” que IPA proporciona. Esta herramienta relaciona datos 

experimentales del tratamiento con distintos agentes tóxicos y la respuesta que estos causan. 

Así, la respuesta a estrés oxidativo mediada por NRF2, la disfunción mitocondrial o el 

incremento del potencial de membrana mitocondrial son algunas de las alteraciones con 

mayor significación estadística (tabla 15).  

Top Tox Lists p value Overlap Proteins 

NRF2-mediated 
Oxidative Stress 

Response 
6.48E-07 

21/182 
(11.5 %) 

ACTB, CCT7, DNAJA2, DNAJB11, EPHX1, 
ERP29, GSR, GSTO1, HACD3, HMOX1, 

HSP90AB1, MAP2K3, NRAS, PPIB, RALA, 
RRAS2, SOD2, STIP1, TXNRD1, USP14, VCP 

Mytochondrial 
Dysfunction 

5.67E-04 
13/135 
(9.6 %) 

ATP5F1A, ATP5F1B, ATP5MF, ATP5PB, 
CPT1A, CYCS, GPD2, GSR, OGDH, SOD2, 

UQCRC2, VDAC1, VDAC2 

Increases 
Transmembrane 

Potential of 
Mitochondria and 

Mitochondrial 
Membrane 

5.74E-04 
7/44  

(15.9 %) 
CYCS, FGF2, GSN, LGALS1, RAC1, SOD2, 

YWHAE 

Tabla 15. Alteraciones con mayor significación estadística en las células de FM según la herramienta 
“Tox” de IPA. 

 

IV.2.1.3.2 Análisis KEGG 

La representación esquemática de las rutas en las que participan las proteínas con 

expresión diferencial en los grupos de estudio se realizó también con la herramienta “KEGG 

Mapper – Search & Color Pathway”. El mayor número de proteínas indexadas en KEGG (61) 

participaban en rutas metabólicas (Metabolic pathways, hsa01100). La siguiente categoría, 

con 22 proteínas indexadas, fueron los contactos focales (Focal Adhesion, hsa04510), uniones 

comprendidas entre la célula y la matriz extracelular (MEC; fig. 32). 

https://www.kegg.jp/entry/hsa01100
https://www.genome.jp/dbget-bin/www_bget?pathway+hsa04510
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Figura 32. Representación esquemática en KEGG de la ruta de adhesión focal. En rojo, las proteínas o 
complejos proteicos con expresión diferencial en fibroblastos de FM. 

 

IV.2.1.4 Validaciones de los resultados de proteómica 

Del elevado número de proteínas que se mostraron alteradas en fibroblastos de FM, 

aquellas con mayor cambio se confirmaron por una técnica alternativa. Así, mediante western 

blot se corroboró la disminución en FM del colágeno I y VI (fig. 33). Utilizando la misma técnica, 

se intentó confirmar también la caída en el colágeno XII, aunque no fue posible detectar su 

expresión. 
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Figura 33. Análisis por western-blot de la expresión de COL1A1 y 
COL6A1 en fibroblastos de una mujer sana y de una paciente de 
FM. A) Autorradiografías representativas de los western-blots. La 
inmunodetección de α-tubulina se incluyó como control de carga. 
B) Cuantificación densitométrica de las autorradiografías de 
COL1A1 y COL6A1. Diferencias estadísticamente significativas 
respecto al control: * < 0,05 

 

En la ruta de señalización ILK, se corroboró mediante ELISA la disminución de FINC, la 

proteína con menor ratio FM/SANAS (tabla 16). 

Proteína 
SANAS  
(n = 3) 

FM  
(n = 3) 

valor de p 

FINC 1,09E-04 ± 8,89E-06 6,37E-05 ± 1,04E-05  < 0,005* 

Tabla 16. Concentración de FINC (ng/ng proteína total) en fibroblastos de una 
mujer sana y de una paciente de FM. Los datos se representan como media ± SD. 
Diferencias estadísticamente significativas de la comparación entre grupos: * p < 
0,005. 

 

IV.2.2 Efecto del hidroxitirosol en el proteoma de fibroblastos dermales 

Una vez comprobado el efecto regulador del AOVE sobre los cambios encontrados en 

el proteoma plasmático de las pacientes de FM, y considerando la acción antioxidante y 

antiinflamatoria del HT, se procedió a estudiar el posible efecto beneficioso de este fenol 

sobre las diferencias asociadas a la FM en el proteoma de fibroblastos dermales (Objetivo 4). 

IV.2.2.1 Efecto citotóxico del hidroxitirosol 

En primer lugar, se evaluó la acción citotóxica del HT que, en el cultivo procedente de 

la paciente de FM, fue estadísticamente significativa a 300 μM (fig. 34). Sin embargo, en las 
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células procedentes de la persona sana se observó a una concentración mucho menor (150 

μM).  

 

Figura 34. Efecto del HT sobre la proliferación celular (n=3). Diferencias 
estadísticamente significativas respecto a células no tratadas: * p < 0,05; 
**p < 0,01.  

 

IV.2.2.2 Efecto del hidroxitirosol sobre el nivel de estrés oxidativo 

Tal y cómo se observa en la figura 35, el tratamiento con distintas concentraciones no 

citotóxicas de HT sólo redujo el nivel de estrés oxidativo en la línea patológica (FM) y a una 

concentración elevada (200 µM). 

 

Figura 35. Efecto del HT sobre el nivel de ERO en fibroblastos de una mujer 
sana y de una paciente de FM (n=3). Diferencias estadísticamente 
significativas respecto al control: * p < 0,05.  

 

*
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IV.2.2.3 Análisis comparado del efecto del hidroxitirosol sobre el proteoma de 

fibroblastos dermales 

Para estudiar el efecto del tratamiento con HT sobre el proteoma de los fibroblastos 

dermales, estos fueron tratados con una concentración 1,5 µM durante 48 h. Esta 

concentración, además de estar lejos de aquellas citotóxicas para los cultivos, es similar a la 

que se puede alcanzar en sangre con la ingesta de AOVE (Oliveras-López et al., 2013).  

Inicialmente, se evaluó si el tratamiento ejercía el mismo efecto en los fibroblastos 

procedentes de la mujer sana y de la paciente de FM. De este modo, se observó que el HT 

modificaba significativamente la expresión de 33 proteínas en los fibroblastos procedentes de 

FM, mientras que en células sanas actuaba sobre un número sustancialmente mayor, 73 

proteínas (tabla 17). 

Tabla 17. Proteínas afectadas por el tratamiento con HT en fibroblastos dermales. NA: no 
encontrado. 

 

En cuanto a las características bioquímicas de estas proteínas, en células sanas (fig. 

36A) el mayor número de proteínas indexadas (10) fueron hidrolasas (PC00121), mientras que 

en células procedentes de FM (fig. 36B), el término GO con mayor presencia (4 proteínas) fue 

unión a ácidos nucleicos (PC00171),  

Cultivo 
Nº proteínas 

afectadas por HT 
Principal proceso biológico 
(PANTHER Fold enrichment) 

Principal función molecular 
(PANTHER Fold enrichment) 

FM 33 NA NA 

SANAS 73 Fosforilación nucleotídica Actividad hidrolasa 
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Figura 36. Clasificación PANTHER del tipo de proteínas afectadas por 
el tratamiento con HT en fibroblastos no patológicos (A) y procedentes 
de FM (B). 

 

Las hidrolasas y proteínas de unión a ácidos nucleicos identificadas en las células de la 

mujer sana y de la paciente de FM, respectivamente, se muestran en la tabla 18. 

ID en 
Uniprot 

Nombre de la proteína Abreviatura 
Nombre 
del gen 

HT valor de p 
Término 

GO 

P15144 Aminopeptidasa N AMPN ANPEP + 3,89E-02 

H 

Q13488 

Isoforma 3 de la 
subunidad A de la 
ATPasa tipo V de 

protones 

VPP3 TCIRG1 + 8,66E-03 

P38606 
Subunidad catalítica A 
de la ATPasa tipo V de 

protones 
VATA ATP6V1A - 4,04E-02 

P22570 
Adrenodoxina 

reductasa mitocondrial 
(NAPDH) 

ADRO FDXR + 3,32E-02 

P28838 
Aminopeptidasa del 

citosol 
AMPL LAP3 - 2,59E-02 

Q04446 
Enzima ramificadora de 

Glucógeno 
GLGB GBE1 + 3,91E-02 

B
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ID en 
Uniprot 

Nombre de la proteína Abreviatura 
Nombre 
del gen 

HT valor de p 
Término 

GO 

P46926 
Isomerasa 1 de la 

Glucosamina-6-fosfato 
GNPI1 GNPDA1 + 2,30E-03 

H 
P55786 

Proteína relacionada 
con la Aminopeptidasa 
sensible a Puromicina 

PSA NPEPPS + 3,76E-02 

Q16555 
Proteína 2 relacionada 

con la Dihidroxi-
piriminidasa 

DPYL2 DPYSL2 - 4,32E-03 

Q07955 
Factor de Splicing 1 rico 

en Serina/Arginina 
SRSF1 SRSF1 - 4,68E-04 

AN 

P46777 
Proteína L5 Ribosomal 

6S 
RL5 RPL5 - 2,55E-02 

P55010 
Factor 5 de Iniciación 
de la Traducción en 

Eucariotas 
IF5 EIF5 - 4,44E-02 

P62081 
Proteína S7 Ribosomal 

40S 
RS7 RPS7 - 4,76E-02 

Tabla 18. Hidrolasas (H) y proteínas de unión a ácidos nucleicos (AN) afectadas por el tratamiento con 
HT en fibroblastos de una mujer sana y de una paciente de FM. 

 

IV.2.2.4 Análisis bioinformático de las proteínas normalizadas por el hidroxitirosol 

Este análisis se centró en el estudio de las proteínas cuya expresión se normalizaba tras 

el tratamiento. Un total de 91 proteínas cumplieron este criterio y fueron posteriormente 

analizadas con distintas herramientas bioinformáticas. 

IV.2.2.4.1 Análisis IPA 

El análisis IPA permitió establecer las rutas en las que participaban las proteínas 

normalizadas por el HT. De ellas, la de mayor significación estadística y número de proteínas 

(9) fue la “Remodelación de las uniones epiteliales adherens” (fig. 37).  
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Figura 37. Representación esquemática en IPA de la red “Remodelación de uniones epiteliales 
adherens”. En rojo y en verde se indican, respectivamente, las proteínas con expresión elevada y 
reducida en FM que se normalizan tras el tratamiento con HT. 

 

En cuanto a las Networks construidas por IPA con estas proteínas, destaca la red 

molecular “Supervivencia y muerte celular, movimiento celular y desarrollo y función del 

tejido conectivo” (figura 38), con 15 proteínas. 

 

Figura 38 Esquema de interacción molecular en IPA de “Supervivencia y muerte celular, movimiento 
celular y desarrollo y función del tejido conectivo”. En rojo y en verde se indican, respectivamente, 
proteínas que estaban elevadas o reducidas en FM y que se normalizan tras el tratamiento con HT. 
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IV.2.2.4.2 Análisis KEGG 

A continuación, se abordó el estudio de las proteínas con la base de datos KEGG. Las 5 

rutas con un mayor número de proteínas reguladas por el tratamiento con HT se muestran en 

la tabla 19.  

Tabla 19. Rutas en las que participan las proteínas normalizadas por el tratamiento con HT en células 
de FM según la base de datos KEGG.  

 

El mayor número de proteínas indexadas por esta herramienta (12) participaban en 

rutas metabólicas (Metabolic pathways, hsa01100). La siguiente ruta identificada fue el 

procesamiento de proteínas en el retículo endoplasmático (Protein processing in endoplasmic 

reticulum, hsa04141), con 8 proteínas que respondían al tratamiento con HT (Figura 39), 

seguida de la ruta de regulación del citoesqueleto de actina (hsa04810), estructura esencial 

en el anclaje de las células a la MEC (fig. 40). 

 

ID en KEGG Nombre de la ruta 
Nº de 

proteínas 
Proteínas 

hsa01100 Rutas metabólicas  12 
ATPK, AT5F1, BIEA, CISY, C1TC, DHB12, 

GFPT1, GLGB, G6PI, PURA2, STT3B, 
TALDO 

hsa04141 

Procesamiento de 
proteínas en el retículo 

endoplasmático 
8 

CRYAB, DNAJ2, SC23A, SC31A, STT3B, 
ERO1A, E2AK2, SAR1A 

hsa04810 

Regulación del 
citoesqueleto de actina 

5 ACTB, ARC1B, COF1, COF2, MYPT1  

hsa04714 Termogénesis 5 ACTB, ATPK, AT5F1, KAPCA, KGP1 

hsa05205 

Proteoglucanos en 
cáncer 

5 ACTB, CD63, CTNB1, MYPT1, KAPCA 

https://www.genome.jp/dbget-bin/www_bget?pathway+hsa01100
https://www.genome.jp/dbget-bin/www_bget?hsa04141
https://www.genome.jp/dbget-bin/www_bget?pathway+hsa04810
https://www.genome.jp/dbget-bin/www_bget?hsa04714
https://www.genome.jp/dbget-bin/www_bget?hsa05205
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Figura 39. Representación en KEGG de la ruta de procesamiento de proteínas en el Retículo 
Endoplasmático. En rojo las proteínas cuya expresión se modifica en FM y se normalizan tras el 
tratamiento con HT. 

 

 

Figura 40. Representación en KEGG de la ruta de regulación del citoesqueleto de actina. En rojo las 
proteínas cuya expresión se modifica en FM y se normalizan tras el tratamiento con HT. 
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A continuación, el análisis KEGG identificó la ruta de termogénesis (fig. 41), un proceso 

estrechamente vinculado a la biogénesis mitocondrial.  

 

Figura 41. Representación en KEGG de la ruta de la Termogénesis. En rojo las proteínas cuya expresión 
se modifica en FM y se normalizan tras el tratamiento con HT. 

 

Por último, la ruta de proteoglucanos en cáncer, con 5 proteínas relacionadas con las 

rutas de señalización del hialuronano, (fig. 42) y de los sulfatos de heparán (fig. 43), 

condroitán, dermatán y queratán (fig. 44) revertidas con el tratamiento de HT. 

 

Figura 42 Representación en KEGG de la ruta de señalización del hialuronano. En 
rojo las proteínas cuya expresión se modifica en FM y se normalizan tras el 
tratamiento con HT. 
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Figura 43. Representación en KEGG de la ruta de señalización del heparán sulfato. En rojo las proteínas 
cuya expresión se modifica en FM y se normalizan tras el tratamiento con HT. 

 

 

Figura 44. Representación en KEGG de las rutas de señalización de los sulfatos de condroitán, dermatán 
y queratán. En rojo las proteínas cuya expresión se modifica en FM y se normalizan tras el tratamiento 
con HT. 
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IV.2.2.5 Validación de las proteínas reguladas por el hidroxitirosol 

De las proteínas que respondieron al tratamiento con HT destacaron la cofilina 1 

(COF1) y la catenina beta 1 (CTNB1), que mostraron ratios casi idénticas a las células 

procedentes de la mujer sana (1,05 y 1,13, respectivamente). Estas proteínas participaban en 

la ruta de señalización por ILK, la más significativamente afectada en FM. Al medir los niveles 

de ambas por ELISA (tabla 20) se corroboró la disminución de CTNB1 en los fibroblastos 

procedentes de FM y su posterior reversión con el tratamiento con HT (FM+HT). Por el 

contrario, el test ELISA para COF1 detectó una subida en los niveles de esta proteína en los 

fibroblastos procedentes de FM, resultado opuesto al esperado según lo apreciado en el 

estudio nLC-MS/MS. Además, el HT no tuvo efecto sobre su expresión. 

Proteína 
SANAS 
 (n = 3) 

FM  
(n = 3) 

FM+HT 
 (n = 3) 

valor de p 

COF1 1,41E-07 ± 6,69E-09 2,24E-07 ± 1,73E-09 2,10E-07 ± 8,46E-10  < 0,001*** 

CTNB1 7,15E-02 ± 2,45E-03 5,11E-02 ± 1,21E-03 6,64E-02 ± 1,205E-03  < 0,001*** 

Tabla 20. Concentración de COF1 y CTNB1 (ng/ng proteína total) en fibroblastos procedentes de una 
mujer sana y de paciente de FM con y sin de HT. Los datos se representan como media ± SD. Diferencias 
estadísticamente significativas de la comparación entre grupos: ***p < 0,001.
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V.1 DIFERENCIAS ASOCIADAS A LA FIBROMIALGIA EN EL PROTEOMA PLASMÁTICO DE 

PACIENTES Y EFECTO DEL CONSUMO DE ACEITE DE OLIVA VIRGEN EXTRA 

V.1.1. Diferencias asociadas a la fibromialgia en el proteoma plasmático 

El estudio llevado a cabo en esta tesis doctoral supone el primer análisis nLC-MS/MS 

con muestras de plasma sanguíneo de mujeres sanas y pacientes de FM. El objetivo inicial ha 

sido caracterizar los cambios en el proteoma plasmático de estas pacientes para poder así 

conocer las rutas moleculares afectadas en la patología. Los resultados obtenidos señalan un 

total de 33 proteínas plasmáticas con expresión diferencial en las pacientes de FM, de las que 

25 mostraron un mayor nivel de expresión (FM/SANAS > 1,2) y 8 un nivel menor (FM/SANAS 

< 0,8). La primera aproximación a la interpretación de los resultados de proteómica se llevó a 

cabo con IPA, programa que permite vincular la expresión diferencial de proteínas con la 

alteración de diferentes procesos biológicos. De este modo, se pudo asociar la FM con la 

modificación de 25 rutas moleculares, siendo las de mayor significación estadística (i) la 

señalización de respuesta de fase aguda, (ii) el sistema del complemento, (iii) el sistema de la 

coagulación, (iv) la activación de LXR/RXR y (v) la activación de FXR/RXR. 

La respuesta de fase aguda es un mecanismo complejo que el organismo ejerce frente 

a alteraciones locales o sistémicas de diversa índole, y que habitualmente se asocia a procesos 

inflamatorios (Ceciliani et al., 2002). Durante la reacción inflamatoria, el daño tisular es 

responsable directo de la liberación de citoquinas proinflamatorias al torrente sanguíneo. 

Estas citoquinas, junto a los glucocorticoides y el NO, son las encargadas de regular la síntesis 

de reactantes de fase aguda en el hígado (Heinrich et al., 1990; van Miert, 1995; Heinrich et 

al., 1998), siendo los reactantes positivos aquellos que aumentan su concentración y los 

negativos aquellos que la disminuyen. En los resultados de esta tesis doctoral se identificaron 

14 proteínas relacionadas con la respuesta de fase aguda. De ellas, 12 (A1AG1, A1AG2, A2M, 

CO2, CO9, C1S, FIBB/FIBG, HPT, SAA4, SAMP, TRFE) mostraron un nivel de expresión 

plasmática en las pacientes de FM significativamente elevado, y 2 (ANGT, HRG) un nivel 

significativamente disminuido. Por otro lado, también se ha observado un incremento 

estadísticamente significativo de la VSG en FM, parámetro considerado como una forma 

indirecta de medir la respuesta de fase aguda (Assasi et al., 2015). Todos los resultados 

anteriores corroboran la implicación de una respuesta inflamatoria en la FM, a pesar de que 

la proteína ANGT, reactante positivo, disminuyó y la TRFE, reactante negativo, aumentó en el 
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plasma de las pacientes. Estas situaciones discordantes han sido descritas con anterioridad. 

Concretamente, Baralla y colaboradores (2018) observaron un incremento de TRFE en la 

enfermedad crónica de pulmón, patología típicamente inflamatoria. Resulta llamativo que 

proteínas clásicamente asociadas a la respuesta de fase aguda, como la PCR o las 

interleuquinas, no se elevaran en el análisis proteómico realizado. Cengic y colaboradores 

(2002) tampoco encontraron incremento de esta proteína en el lupus eritematoso sistémico. 

Igualmente, Bazzichi y colaboradores (2007b) describieron que tan solo un 25 % de los 

pacientes de FM presentaban una concentración elevada de PCR. No obstante, Feinberg y 

colaboradores (2017) lograron vincular la FM con la elevación en los niveles de PCR, aunque 

los valores eran cercanos a los de referencia y la correlación entre ambas variables disminuía 

al tener en cuenta el IMC. Precisamente, uno de los criterios de exclusión utilizados en la 

selección de los grupos de estudio en esta tesis doctoral fue un IMC ≥ 35 kg/m2. Por tanto, es 

muy probable que la limitación en el IMC de las participantes haya impedido detectar la 

posible elevación de la PCR. Respecto a las interleuquinas proinflamatorias, no existe 

consenso en torno a sus niveles de expresión en FM. Algunos trabajos indican la existencia de 

niveles elevados de IL-10, IL-8 y TNF-α en las pacientes (Bazzichi et al., 2007b), mientras que 

otros (Wallace et al., 2016) no observaron cambios en IL-8 e IL-6. En este mismo sentido, y 

coincidiendo con nuestros resultados, Amel Kashipaz y colaboradores sugirieron que en 

monocitos circulantes de pacientes de FM, la alteración en la producción de citoquinas no era 

un factor dominante, y que la elevación moderada de algunas de ellas, junto con la de PCR, 

podría verse enmascarada por la influencia de factores como la heterogeneidad del grupo de 

estudio o las diferencias entre las condiciones experimentales de los estudios in vivo e in vitro 

(Amel Kashipaz et al., 2003).  

El sistema del complemento y el sistema de la coagulación desempeñan un papel 

crucial en los procesos inflamatorios (Oikonomopoulou et al., 2012). De hecho, los desajustes 

en el sistema del complemento se han asociado a múltiples patologías entre las que se 

encuentran enfermedades reumáticas como la artritis (Okroj et al., 2007) y el lupus 

eritematoso sistémico (Wallace et al., 2016). Los resultados obtenidos en esta tesis señalan la 

sobreexpresión en pacientes de FM de 6 proteínas implicadas en esta ruta (CFAH, CO2, CO7, 

CO9, C1QC, C1S). Todas ellas, a excepción del inhibidor de la ruta alternativa del sistema del 

complemento (CFAH), participan en la formación del complejo de ataque a la membrana a 
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través de la ruta de activación clásica. Esta ruta se activa, principalmente, por complejos 

antígeno-anticuerpo de inmunoglobulinas G y M facilitando la quimiotaxis, la exudación de 

proteínas y la opsonización de las células dañadas en los sitios de inflamación (Gabay y 

Kushner, 1999; Ricklin et al., 2010). De hecho, junto al incremento en las proteínas del sistema 

del complemento, nuestros resultados muestran una mayor expresión de inmunoglobulina M 

en enfermas de FM. Este resultado respaldaría que la vía clásica del complemento se 

encontrara activada en la patología, y sugiere que dicha activación podría estar relacionada 

con la elevación de la VSG en las pacientes, tal y como ocurre en otras patologías inflamatorias 

(Wiik y Fritsler, 2008). El sistema del complemento se puede activar también por algunas 

proteínas de la coagulación (Oikonomopoulou et al., 2012) y los resultados de esta tesis 

muestran valores alterados en proteínas participantes en este proceso (fig. 16 y 18). Así, se 

observaron niveles elevados de fibrinógeno (FIBB y FIBG), factores de la coagulación (FA9 y 

FA10) y otras proteínas relacionadas con esta ruta (A2M, PROS). Entre todas ellas, los factores 

de la coagulación IX (FA9) y X (FA10) se han descrito como activadores del sistema del 

complemento (Oikonomopoulou et al., 2012). De hecho, las dos rutas con mayor ratio 

FM/SANAS en el análisis IPA del proteoma plasmático fueron la activación intrínseca y 

extrínseca de la protrombina, lo que corroboraría la importancia del proceso de coagulación 

en FM. En línea con estos resultados, Milovanovic y colaboradores (2016) ya habían descrito 

la presencia de una mayor activación plaquetaria en estas pacientes. Sin embargo, otros 

autores (Berg et al., 1999) aunque confirman la existencia de mayor nivel de fibrinógeno en 

pacientes con síndrome de fatiga crónica y FM, no siempre lo asocian con activación 

plaquetaria. Los resultados obtenidos en el análisis proteómico de este trabajo, corroborados 

por el valor de fibrinógeno obtenido mediante un test habitual en diagnóstico clínico, 

confirman que las pacientes de FM podrían sufrir una anomalía en el proceso de coagulación 

tal y como ha sido apuntando recientemente por nuestro grupo (Molina et al., 2019).  

El estudio del proteoma plasmático de las pacientes de FM señala igualmente la 

implicación en la patología de la ruta de activación de LXR/RXR, con 9 proteínas anotadas 

(ANGT, APOC2, APOL1, A1AG1, A1AG2, CD14, CO9, SAA4 y TRFE) y la ruta de activación de 

FXR/RXR, con otras 9 proteínas (ANGT, APOC2, APOL1, A1AG1, A1AG2, CO9, FETUB, SAA4 y 

TRFE). Además, la ruta LXR/RXR obtuvo un valor Z de 2,33 que permite inferir su estado de 

activación en FM. El receptor RXR de la familia de receptores retinoides forma heterodímeros 
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con otros receptores nucleares como FXR, LXR o los receptores de hormonas tiroideas (Bugge 

et al., 1992). Estos complejos se han estudiado en distintas patologías asociadas con la 

inflamación y el metabolismo lipídico (van Diepen et al., 2013). De hecho, el diagrama de Venn 

(fig. 15) apunta a la estrecha relación de ambos receptores con la respuesta de fase aguda. El 

receptor LXR se une a oxiesteroles para activar la proteína 1c de unión al elemento regulador 

de esteroles. Esta proteína actúa como factor de transcripción esencial en la lipogénesis 

(Schultz et al., 2000; Yoshikawa et al., 2001) favoreciendo la expresión de genes que codifican 

proteínas implicadas en el transporte y metabolismo lipídico tales como las apolipoproteínas 

C-I, C-IV y CII (Mak et al., 2002); la última de ellas elevada en las pacientes de FM de esta tesis. 

El receptor LXR también desempeña un papel regulador en los procesos inflamatorios al 

activar el transporte inverso de colesterol en los macrófagos, evitando así su transformación 

en células espumosas e inhibiendo distintos factores de transcripción proinflamatorios (van 

Diepen et al., 2013). El receptor FXR desempeña un papel muy similar, regulando el 

metabolismo de TAG y colesterol e inhibiendo los procesos inflamatorios (van Diepen et al., 

2013). Esta actividad antiinflamatoria, común en los dos receptores nucleares, sugiere que la 

activación de las rutas LXR/RXR y FXR/RXR podría estar ligada a un intento de paliar el estado 

proinflamatorio que subyace en las pacientes de FM. Los glucocorticoides también realizan 

una importante función antiinflamatoria. Este grupo de hormonas esteroideas están 

implicadas en el metabolismo de carbohidratos, lípidos y proteínas, y aumentan su secreción 

ante diferentes formas de estrés regulando el proceso inflamatorio (Guyton et al., 1971). En 

este sentido, y coincidiendo con lo descrito por Lentjes y colaboradores (1997), en la cohorte 

de pacientes de esta tesis doctoral se ha observado que el nivel del principal transportador de 

cortisol en la sangre (CBG) disminuía. Esta proteína es procesada por la elastasa de los 

leucocitos en los lugares de inflamación, induciendo la transición de su conformación S 

(estresada) a R (relajada) con la consiguiente liberación de la hormona cortisol (Lewis et al., 

2005). No existe acuerdo en relación al efecto que la FM puede ejercer en los niveles de 

cortisol. En un estudio previo de nuestro grupo y en concordancia con otros autores (Crofford 

et al., 2004; Gur et al., 2004; Bote et al., 2012; Freitas et al., 2012), no se apreció ninguna 

variación en la concentración de esta hormona. En este contexto, la disminución en la 

expresión de CBG en las pacientes de este estudio podría deberse a un intento del organismo 

de aumentar la biodisponibilidad de la hormona libre en sangre. No obstante, es posible que 

el cortisol liberado sea incapaz de ejercer su acción antiinflamatoria por la existencia de 
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anomalías en su receptor celular. De hecho, parece que la terapia con glucocorticoides en 

pacientes de FM no ha tenido mucho éxito (Skaer, 2014).  

Las alteraciones físicas y psicológicas típicas de la FM se asocian a procesos 

neuroinflamatorios (Miller y Raison, 2016). Por tanto, la respuesta de fase aguda que se 

aprecia en el proteoma plasmático de la cohorte de pacientes de FM que han participado en 

este estudio, podría estar relacionada con los valores obtenidos por estas en el cuestionario 

de salud SF-12 en sus dos vertientes, PCS-12 y MCS-12. El estrés y la inflamación están 

fuertemente relacionados con una mayor producción de ERO y ERN, especialmente en los 

macrófagos (Forman y Torres, 2001; Vieira-Potter, 2014). De hecho, nuestros resultados 

muestran la producción de NO y ERO en macrófagos como una de las rutas con una mayor 

puntuación Z (Z = 2,24). En efecto, nuestro grupo había demostrado en muestras de sangre 

que las pacientes de FM tenían mayores niveles de daño oxidativo en el ADN y menor 

capacidad antioxidante (La Rubia et al., 2013). Tanto el estudio proteómico de esta tesis como 

la posterior confirmación con un método habitual en diagnóstico clínico señalan a la HPT como 

una de las proteínas más elevadas en FM. La HPT, reactante de fase aguda positivo con efecto 

antioxidante, es capaz de unirse a la hemoglobina para prevenir así la liberación de hierro y la 

consiguiente formación de ERO. De este modo, su elevación contrarrestaría el daño oxidativo 

que en el tejido muscular genera atrofia o debilidad (Bertaggia et al., 2014), síntomas comunes 

en la FM. El aumento de HPT en plasma se documentó hace tiempo en pacientes con 

depresión (Maes et al., 1993; Erdem et al., 2011) y en mujeres con dolor crónico difuso 

(Wåhlén et al., 2017). Este último trabajo, sugiere que la inflamación sistémica asociada a la 

elevación en los niveles de HPT tendría efectos negativos sobre el sistema nervioso central 

que, a su vez, explicaría las alteraciones psicológicas de estas pacientes. El perfil proteómico 

descrito por Wåhlén y colaboradores es muy similar al encontrado en esta tesis, con 

desajustes en los niveles de proteínas del sistema del complemento, la coagulación y los 

procesos inflamatorios. Estas rutas aparecen también muy interrelacionadas en el gráfico de 

Networks que IPA generó con 23 de las 33 proteínas alteradas en el plasma de las pacientes 

de FM (fig. 17). En él, se pueden apreciar nodos como el de las citoquinas proinflamatorias o 

ERK1/2 que también se han visto implicadas en el dolor, en la ansiedad y en la depresión 

asociadas al mismo (Borges et al., 2015). Por tanto, nuestros resultados sugieren la 
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importancia de la inflamación en las pacientes de FM y su posible relación con los síntomas 

físicos y psicológicos que estas padecen.  

Por último, se elaboraron curvas ROC para las proteínas diferencialmente expresadas, 

con el objetivo de conocer su utilidad diagnóstica en la patología. El elevado valor de área bajo 

la curva de las proteínas C1S y HPT las sitúa en un buen punto de partida para ser consideradas 

potenciales marcadores de la patología en estudios futuros. No obstante, la validación 

analítica de estos posibles marcadores deberá ser en cohortes de pacientes mayores y 

teniendo en cuenta la evolución temporal de las concentraciones de los mismos, un punto 

que limita considerablemente la utilización de las curvas ROC en la investigación clínica 

(Kamarudin et al., 2017). 

V.1.2 Efecto del consumo de una dieta enriquecida con aceite de oliva virgen extra 

en el proteoma plasmático de pacientes de fibromialgia  

El estudio proteómico en plasma de pacientes de FM confirma la implicación del estrés 

oxidativo y la inflamación en esta patología. En este contexto, y complementariamente al 

tratamiento farmacológico y psicológico de la FM, se han puesto en práctica distintas 

intervenciones nutricionales con agentes antioxidantes/antiinflamatorios. Concretamente, 

nuestro grupo ha demostrado que una intervención nutricional con AOVE reduce el daño 

oxidativo y mejora la percepción del estado de salud de las pacientes de FM (Rus et al., 2016b), 

sugiriendo que este aceite podría ser un buen complemento en el tratamiento. En base a estos 

antecedentes, el siguiente objetivo en esta tesis fue valorar el efecto que una dieta 

enriquecida con AOVE ejercía sobre el perfil proteómico de un grupo de pacientes de FM 

(FMA). Estas pacientes consumieron 50 ml diarios de AOVE en crudo, repartidos en las 

comidas principales, durante un periodo de 3 semanas. Silva y colaboradores (2015a) habían 

observado que la administración de aceite de oliva en individuos sanos durante 6 semanas era 

capaz de provocar cambios en el proteoma de la orina y, más concretamente, en el nivel de 

colágeno α-1 y α-2. En nuestro estudio demostramos que el efecto modulador del AOVE sobre 

el proteoma plasmático es significativo mucho antes, puesto que 3 semanas fueron suficientes 

para modificar el nivel de expresión de 20 proteínas que afectaban a 26 rutas moleculares. Las 

de mayor significación estadística fueron (i) señalización de respuesta de fase aguda (AACT, 

C4BPA, C4BPB, FIBG, FINC, HEMO, SAA4), (ii) activación de LXR (APOC2, APOL1, FETUB, HEMO, 

SAA4), (iii) activación de FXR (APOC2, APOL1, HEMO, SAA4), (iv) sistema del complemento 
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(CO8A, C4BPA, C4BPB) y (v) señalización de endocitosis mediada por clatrina (ACTB, APOC2, 

APOL1, SAA4). El hecho de que todas ellas, a excepción de la última, aparezcan entre las rutas 

más significativamente alteradas en FM, sostiene la hipótesis del efecto beneficioso del AOVE 

como complemento en esta patología.  

Muchas de las proteínas que respondieron al consumo de AOVE se habían detectado 

en el perfil proteómico de la FM. No obstante, cabe destacar que las dos proteínas con mayor 

y menor ratio, fibronectina 1 (FINC; Ratio FM/FMA = 6,95) y adiponectina (ADIPO; Ratio 

FM/FMA = 0,30), aparecen por primera vez en este estudio comparado. La fibronectina es una 

proteína ubicua en el organismo que presenta dos isoformas, una insoluble y otra soluble que 

circula en la sangre (Zerlauth y Wolf, 1984). Esta proteína, es un componente principal de la 

MEC (Mosher, 1984) donde se une a las fibras de colágeno participando en funciones como la 

migración, la proliferación, el movimiento celular y la activación del sistema inmune con la 

consiguiente respuesta inflamatoria (Sorokin, 2010). En línea con esta hipótesis, el gráfico 

Networks generado con 13 de las 20 proteínas afectadas por el consumo de AOVE (fig. 23) 

relacionó el tráfico de células inmunes, la señalización e interacción celular y el desarrollo y la 

función del sistema hematológico. En dicho gráfico, se apreciaban como nodos centrales 

proteínas muy relacionadas con la inflamación, como ERK1/2, PI3K y Akt). El papel del AOVE 

como modulador de la respuesta inmune se ve reforzado por su efecto sobre el sistema del 

complemento, de vital importancia en la respuesta inmune innata. Así, las mujeres de este 

grupo mostraron niveles mayores de inhibidores de la proteína del complemento C4 (C4BPA, 

C4BPB), así como una menor concentración de la proteína CO8A, implicada en el complejo de 

ataque a la membrana. La isoforma soluble de la FINC también actúa en la coagulación, 

participando junto al colágeno y al factor XIIIa en la formación del coágulo (Mosher y Schad, 

1979; Wang et al., 2014). Los resultados de esta tesis sugieren la presencia de un estado 

protrombótico y proinflamatorio en las enfermas de FM, por lo que la capacidad del AOVE 

para reducir drásticamente los niveles de FINC en enfermas de FM es beneficioso en esta 

enfermedad.  

Un comportamiento completamente distinto es el que presenta la ADIPO, proteína que 

más incrementó su nivel de expresión con el consumo de AOVE en FMA. Esta proteína con 

función hormonal se sintetiza en células del tejido adiposo, aunque también en células del 

músculo esquelético y en células endoteliales (Arita et al., 1999; Ramakrishnan y Jialal, 2019). 
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Las funciones de la ADIPO son múltiples y la mayoría se encuadran en el metabolismo lipídico 

y glucídico (Stefan y Stumvoll, 2002). Así, esta adipoquina aumenta la sensibilidad a la glucosa 

y su transporte al músculo y al hígado, gracias a la activación de la quinasa dependiente de 

AMP (PRKAA1; AMPK) y del receptor alfa activado por proliferadores de peroxisomas nuclear 

(PPARA; Ramakrishnan y Jialal, 2019). La ADIPO también tiene un efecto antiinflamatorio y 

antioxidante en macrófagos, tejido endotelial y muscular gracias a que inhibe la secreción de 

PCR y las rutas de señalización de NF-κβ y TNF-α (Devaraj et al., 2008; Turer y Scherer, 2012). 

Estas propiedades la han convertido en una diana terapéutica en patologías del grupo de las 

miopatías (Gamberi et al., 2019), en las que mejora la atrofia muscular, también presente en 

FM. Este efecto parece estar mediado no solo por la activación de AMPK, sino también de Akt 

(Singh et al., 2017), una de las proteínas vinculadas en este estudio a la FM (gráfico Network 

de IPA, fig. 23). Con esta perspectiva, el importante incremento que el AOVE provoca en los 

niveles de ADIPO en FMA convierte a esta proteína en una de las potenciales responsables de 

la mejora observada por nuestro grupo en las pacientes de FM que consumieron este aceite 

(Rus et al., 2016b).  

Junto al marcado efecto que el consumo del AOVE ejerció en los niveles de FINC y 

ADIPO de pacientes de FM, también se produjo la reversión a niveles similares a los 

encontrados en las mujeres sanas de otras 7 proteínas: ACTB, APOC2, APOL1, CBG, FIBG, SAA4, 

THBG. FIBG y SAA4 son dos reactantes de fase aguda. La primera de ellas es una proteína 

esencial en el proceso de coagulación, ruta sobre la que se ha descrito que el AOVE ejerce un 

efecto modulador (Yubero-Serrano et al., 2018). La valoración de este parámetro en las 

pacientes de FMA por un test habitual en el diagnóstico clínico de referencia no permitió 

confirmar la reversión a niveles normales de esta proteína. Este resultado puede responder al 

comportamiento diferencial entre las dos cadenas de fibrinógeno (β y γ) que se apreció en el 

estudio proteómico, pues la ausencia de respuesta de la cadena β podría estar enmascarando 

los resultados. Coincidiendo con estos resultados, Yubero-Serrano y colaboradores (2018) 

tampoco lograron demostrar el efecto del consumo de este aceite sobre el fibrinógeno. El 

segundo reactante de fase aguda normalizado por el consumo de AOVE fue SAA4 que, 

además, participa en la activación de LXR y FXR, así como en una ruta no mencionada hasta 

ahora: la señalización de endocitosis mediada por clatrina. Esta apolipoproteína forma parte 

de las lipoproteínas de alta (HDL) y de muy baja densidad (VLDL) y supone más del 90 % del 
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contenido de proteínas séricas amiloides A en condiciones fisiológicas (de Beer et al., 1995). 

Aunque clásicamente se la ha señalado como una proteína constitutiva (Steel et al., 1993; 

Uhlar et al., 1994), algunos autores han comenzado a observar que es capaz de responder 

ante procesos proinflamatorios. En este sentido, Jumeau y colaboradores (2019) han 

observado en macrófagos humanos M1 que el tratamiento con LPS-dexametasona provocaba 

un incremento moderado en su expresión. Con anterioridad, SAA4 fue propuesta incluso 

como marcador de artritis reumatoide por Seok y colaboradores (2017), quienes confirmaron 

en suero la correlación positiva entre el factor reumatoide y SAA4 por LC-MS/MS libre de 

marcaje.  

El consumo de AOVE también normalizó los valores de las proteínas ACTB, APOC2 y 

APOL1. Estas, junto a SAA4, participan en la ruta de endocitosis mediada por clatrina, 

principal vía de endocitosis en las células de mamíferos. Este proceso ejerce un papel 

importante en el recambio de receptores transmembrana, el remodelado de la membrana 

plasmática, la señalización celular y la internalización de hormonas, entre otros (Mettlen et 

al., 2018). Además, resulta clave para el buen funcionamiento del sistema músculo-

esquelético al facilitar la regeneración muscular (Hoshino et al., 2013) y la organización de la 

sarcómera (Vassilopoulos et al., 2014). Por tanto, el que el AOVE normalice los niveles de estas 

proteínas podría resultar muy beneficioso para una paciente de FM. Si bien es cierto que no 

se ha descrito ningún efecto del AOVE sobre esta ruta, López y colaboradores (2014) 

comprobaron que este aceite protegía la integridad y el adecuado funcionamiento de la 

membrana plasmática, unos beneficios que fueron atribuidos al ácido oleico y a sus 

compuestos minoritarios. Si analizamos cada una de las proteínas anotadas en la endocitosis 

mediada por clatrina, ACTB es una proteína citoesquelética con múltiples funciones, entre las 

que se encuentra el crecimiento, la migración celular, la cicatrización, la respuesta inmune 

(Bunnell et al., 2011) y la unión célula-célula de las células endoteliales (van Buul y 

Timmerman, 2016). Por tanto, la liberación de ACTB al torrente sanguíneo podría estar 

vinculada con la muerte celular de las células endoteliales y la consiguiente permeabilización 

de los vasos sanguíneos a nivel local (Zhang et al., 2012). Lind y Smith (1991) comprobaron 

hace décadas la capacidad inhibitoria que la actina liberada en los sitios de inflamación y lesión 

tisular ejercía sobre la fibrinólisis y fibrinogenolisis. Esta acción dificultaría la disolución del 

coágulo y favorecería aún más el estado protrombótico y proinflamatorio que parece subyacer 
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a la FM. En este contexto, la disminución del nivel de ACTB provocada por el consumo de AOVE 

en las pacientes de FM podría reflejar una mayor integridad del tejido endotelial. Esta idea, 

que ya fue sugerida por Katsarou en modelos murinos (Katsarou et al., 2015), supondría una 

reducción de los efectos deletéreos de la alteración en los niveles de ACTB a nivel de la 

circulación sanguínea. No obstante, la reversión en la expresión de ACTB indicada en el análisis 

proteómico no pudo ser confirmada por ELISA, posiblemente por la pequeña ratio FM/FMA 

obtenida en el análisis nLC-MS/MS. En la ruta de endocitosis mediada por clatrina acompañan 

a la ACTB otras 3 proteínas que, como ya se mencionó con anterioridad, están vinculadas 

también al metabolismo lipídico: APOC2, APOL1 y SAA4. La primera de ellas, al igual que la 

SAA4, circula en la sangre unida principalmente a quilomicrones, VLDL y HDL (Jong et al., 

1999). Aunque esta proteína actúa como activadora de la lipoproteína lipasa, sus niveles 

elevados en sangre inhiben esta acción enzimática (Jong et al., 1999), dificultando la hidrólisis 

de TAG y, por tanto, la distribución de ácidos grasos a los tejidos. Además, estos niveles 

anormalmente altos se han asociado a un transporte inverso de colesterol defectuoso que 

impide la correcta maduración de las HDL (Lewis y Rader, 2005). En este sentido, es probable 

que el efecto regulador que el AOVE ejerce sobre los niveles de APOC2 esté contribuyendo al 

control de un correcto metabolismo lipídico. En línea con estos resultados, Anderson-Vasquez 

y colaboradores (2015) comprobaron que la sustitución de la mantequilla como fuente de 

grasa por AOVE lograba la disminución de las ratios Colesterol total/HDL y TAG/HDL en 

mujeres postmenopáusicas, precisamente el grupo poblacional con mayor incidencia de FM. 

Junto a APOC2 y SAA4, la APOL1 también disminuyó su expresión tras la ingesta de AOVE hasta 

igualarse con la del grupo de mujeres sanas. Esta proteína forma parte de las HDL y, en 

pequeñas cantidades de las VLDL (Duchateau et al., 1997), y suele ir acompañada de otras 

apolipoproteínas como la APOA2, la APOA4, la APOC3 y la APOA1. Esta última, es el 

componente principal de las HDL, aunque tan solo el 10 % de las partículas que la contienen 

poseen también entre sus constituyentes a la APOL1 (Duchateau et al., 1997). Este hecho 

podría indicar la existencia de una función específica dentro de esta subpoblación de HDL que 

estaría vinculada con la función de la APOL1 en el sistema inmune, como sugieren Madhavan 

y O’Toole (2014), o incluso con el papel que esta apolipoproteína parece tener en inflamación, 

contexto en el que citoquinas proinflamatorias como IFN-γ y TNF-α inducen su expresión (Wan 

et al., 2008). De hecho, ciertas variantes génicas del gen APOL1 se han vinculado con una 

mayor expresión proteica y con la activación del inflamasoma o la liberación de interferón en 
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el lupus eritematoso sistémico (Blazer y Clancy, 2017), patología que suele acompañar a la FM 

(Haliloglu et al., 2014). La acción del AOVE sobre el perfil lipídico se ha estudiado ampliamente, 

observándose que su ingesta lo mejora en parámetros como el nivel de TAG (Carnevale et al., 

2017) o el índice aterogénico del plasma TAG/HDL-Colesterol (Violante et al., 2009). Por tanto, 

la disminución de APOL1 en las pacientes FMA, detectada en el análisis proteómico y 

corroborada por ELISA, serviría de ayuda para paliar el estado proinflamatorio y la alteración 

del perfil lipídico que sufren estas pacientes (Rus et al., 2016a) y que se asocian a los síntomas 

clínicos de la enfermedad (Cordero et al., 2014a). 

Por último, y aunque el transporte de hormonas no es una ruta detectada en el análisis 

IPA, dos proteínas de la misma se normalizan por efecto del AOVE: el transportador de 

glucocorticoides (CBG) y el de tiroxina (THBG), el último de ellos entre las proteínas con mayor 

significación estadística. CBG es el principal transportador de glucocorticoides en plasma y, 

como ya se mencionó con anterioridad, su expresión reducida en FM podría deberse a un 

intento de aumentar la concentración libre en plasma de estos. El efecto del aceite sobre los 

niveles de corticoides apenas ha sido estudiado. Un trabajo llevado a cabo en roedores que 

seguían una dieta cuya fuente de grasas era el aceite de oliva confirmó el aumento del tamaño 

de la glándula adrenal y de los niveles de corticosterona plasmática (Takeuchi et al., 2001). 

Aunque el cortisol es el principal glucocorticoide en humanos, esta hormona no parece tener 

un comportamiento definido en FM. Por tanto, sería interesante evaluar los niveles 

sanguíneos de corticosterona en la cohorte de este estudio y conocer la relación entre estos 

y la expresión de CBG. El consumo de AOVE también revirtió los valores en enfermas de FM 

del transportador de mayor afinidad a las hormonas tiroideas en sangre, la proteína THBG. 

Esta proteína es la responsable de transportar aproximadamente un 75 % del total de 

hormona T4 y un 70 % del total de hormona T3 circulantes (Refetoff y Larsen, 1989). Las 

alteraciones en este sistema se han relacionado con distintas osteoartropatías y miopatías 

observándose, por ejemplo, que los niveles bajos de la hormona T3 eran responsables de la 

rigidez muscular de estos pacientes (Nehls, 2018). Con anterioridad, algunos autores ya 

estudiaron el papel de la función tiroidea en pacientes de FM, demostrando que la 

estimulación de la síntesis de estas hormonas con una inyección de hormona liberadora de 

tirotropina era mucho menos efectiva que en personas sanas (Neeck y Riedel, 1992). Otros 

trabajos posteriores demostraron que era habitual la presencia de tiroiditis autoinmune en 
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las pacientes de FM, pudiendo incluso influir en el desarrollo y la severidad de la patología 

(Bazzichi et al., 2007a; Suk et al., 2012). No obstante, hasta la fecha apenas se ha investigado 

el efecto del aceite en la función hormonal tiroidea, siendo el trabajo más concluyente el 

artículo de Mekircha y colaboradores (2018). Este grupo demostró, en un modelo murino 

expuesto a deltametrina (insecticida de uso extendido), que el aceite de oliva revertía a niveles 

normales diferentes marcadores de estrés oxidativo y de función tiroidea. Además, se ha 

demostrado que la oleuropeína, un fenol del AOVE, tiene efecto protector en líneas celulares 

de cáncer de tiroides, reduciendo los niveles de ERK y Akt fosforilados, así como los niveles de 

ERO (Bulotta et al., 2013). Sin embargo, no hemos podido comprobar por ELISA la reversión 

en los niveles de THBG en el plasma de las pacientes FMA. Esta circunstancia puede deberse, 

al igual que en ACTB, a las pequeñas ratios de diferencia observadas entre los grupos en el 

análisis nLC-MS/MS. En este contexto, y aunque sería necesario un análisis más detenido para 

confirmar los resultados, estos sugieren el efecto protector que el AOVE ejerce sobre el 

sistema endocrino a través de la regulación en los niveles de los transportadores de 

corticoides y tiroxina. 

En definitiva, el análisis del perfil proteómico del plasma en FM realizado en esta tesis 

doctoral ha servido para confirmar la expresión diferencial de proteínas entre mujeres sanas 

y pacientes de FM. Dicha expresión diferencial afecta a procesos relacionados con la respuesta 

inflamatoria, el sistema inmunológico, la coagulación y el metabolismo lipídico. Por otro lado, 

el consumo de una dieta enriquecida en AOVE, logró normalizar los niveles de expresión de 

algunas proteínas relevantes de estas rutas.  

 

V.2 DIFERENCIAS ASOCIADAS A LA FIBROMIALGIA EN EL PROTEOMA CELULAR DE 

FIBROBLASTOS DERMALES Y EFECTO DEL TRATAMIENTO CON HIDROXITIROSOL  

V.2.1 Diferencias asociadas a la fibromialgia en el proteoma celular de fibroblastos 

dermales 

Una vez confirmados los cambios en el proteoma plasmático asociados a la FM, se 

procedió al estudio del modelo in vitro analizando las diferencias a nivel proteómico entre 

fibroblastos dermales primarios, procedentes de una mujer sana y de una paciente de FM. En 

el estudio por nLC-MS/MS del proteoma de ambos cultivos, el primero que se plantea en este 
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campo, se detectaron un total de 357 proteínas con expresión diferencial en FM: 154 con un 

nivel mayor y 203 con un nivel menor. Este elevado número de proteínas hizo aconsejable una 

primera aproximación mediante un análisis de los términos GO asociados a ellas utilizando la 

base de datos PANTHER (Britze et al., 2014). De este modo, se constató la alteración del 

metabolismo oxidativo (respiración aeróbica, ciclo de los ácidos tricarboxílicos, oxidación de 

compuestos orgánicos…), la despolimerización de filamentos de actina, diferenciación celular, 

transcripción, traducción y procesamiento de proteínas. Igualmente, se vieron alterados otros 

procesos estrechamente ligados al sistema músculo-esquelético como la diferenciación de 

condrocitos, la morfogénesis ósea, el propio desarrollo del sistema esquelético y la 

contracción muscular. De todos ellos, el término con mayor fold enrichment fue la 

despolimerización de los filamentos de actina con 3 proteínas elevadas: aducina alfa (ADDA), 

y las subunidades alfa-1 (CAZA1) y 2 (CAZA2) de la proteína de unión a actina F. La proteína 

ADDA actúa sobre los filamentos de actina, adhiriéndose a sus extremos para evitar su 

despolimerización (Kuhlman et al., 1996). Por otra parte, las proteínas CAZA1 y CAZA2 

pertenecen al complejo proteico CapZ que se une a los extremos de los filamentos de actina 

para su ensamblaje (Kim et al., 2007). La despolimerización de los filamentos de actina es de 

vital importancia para la viabilidad celular, participando además en procesos como la 

migración celular, la citocinesis y la fisión mitocondrial (Ono, 2007; Bereiter-Hahn et al., 2008). 

Precisamente, el desequilibrio en la dinámica de los procesos de fusión/fisión mitocondrial se 

encuentra íntimamente vinculado a condiciones de estrés metabólico (Kuzmicic et al., 2011) 

y podría explicar, al menos parcialmente, las alteraciones del metabolismo oxidativo descritas 

en FM (Cordero et al., 2010a; Cordero et al., 2010b; Favero et al., 2019). Este hecho concuerda 

con el incremento en los niveles de ERO detectado en las células de la paciente de FM y la 

alteración de rutas mitocondriales claves en el metabolismo energético celular como la β-

oxidación y el ciclo de los ácidos tricarboxílicos detectadas por IPA. La β-oxidación de los 

ácidos grasos consta de cuatro reacciones encadenadas en las que se van eliminando 

sucesivamente unidades de dos átomos de carbono en forma de acetil-CoA. Los fibroblastos 

de la paciente de FM presentan un incremento en el nivel de expresión de cuatro proteínas 

de esta ruta: ECHA, ECHB, HCDH y THIM. ECHA y ECHB son subunidades de la proteína 

trifuncional mitocondrial, un complejo enzimático que cataliza las tres últimas reacciones de 

la β-oxidación de los ácidos grasos de cadena larga (Izai et al., 1992). La actividad enoil-CoA 

hidratasa y 3-hidroxiacil-CoA deshidrogenasa reside en la subunidad α (ECHA) y la actividad 



Discusión 

Página | 116  

cetoacil-CoA tiolasa reside en subunidad β (ECHB; Kamijo et al., 1993). Por otra parte, en el 

metabolismo de los ácidos grasos de cadena corta, las actividades 3-hidroxiacil-CoA 

deshidrogenasa y 3-cetoacil-CoA tiolasa son llevadas a cabo por las enzimas HCDH y THIM, 

respectivamente (Nelson y Cox, 2015). El acetil-CoA producido por la oxidación de ácidos 

grasos puede seguir catabolizándose en el ciclo de los ácidos tricarboxílicos. En este sentido, 

los fibroblastos de la paciente de FM también presentan un incremento en la expresión de 

cuatro proteínas de este ciclo: CISY, MDHM, ODO1, ODO2. En definitiva, todos los resultados 

anteriores confirman la alteración del metabolismo energético en FM. Igualmente, se 

modifican el metabolismo de los ARN de transferencia, la traducción proteica (iniciación, 

elongación y terminación) y el transporte mediante vesículas desde el retículo 

endoplasmático (RE) al Golgi donde continúa el proceso de maduración (glicosilación) de 

proteínas que posteriormente se anclan a membrana citoplasmática, forman parte de 

lisosomas o serán secretadas a la MEC. Todo lo anterior indica que la alteración en la síntesis 

y maduración proteica subyace en la fisiopatología de la FM.  

Otros términos GO que destacan son aquellos vinculados al sistema músculo-

esquelético: desarrollo del sistema esquelético, morfogénesis ósea, diferenciación de 

condrocitos y contracción muscular. El desarrollo del sistema esquelético y la morfogénesis 

ósea son, por definición, los procesos de formación, desarrollo y organización del esqueleto 

hasta la composición completa de su estructura. Muy vinculada a ellos se encuentra la ruta de 

diferenciación de condrocitos, células encargadas de formar el cartílago. La mayor parte de 

las proteínas de estas rutas pertenecen a la familia del colágeno (CO1A1, CO6A1, CO6A2, 

CO6A3, COCA1), todas disminuidas en FM. Las deficiencias en el colágeno se asocian, 

principalmente, a patologías del sistema músculo-esquelético. El colágeno I (CO1A1 y CO1A2) 

es el más abundante y supone el 90 % de la masa orgánica del hueso, aunque está en la 

práctica totalidad del tejido conectivo (tendones, fascia…), siendo el principal responsable de 

la conformación, integridad y resistencia del mismo (Gelse et al., 2003). La alteración en su 

síntesis se asocia a patologías como la osteogénesis imperfecta, en la que más del 90 % de los 

pacientes presentan mutaciones en los genes que codifican las cadenas tipo I del colágeno I 

(COL1A1, COL1A2; Gajko-Galicka, 2002). Los resultados de esta tesis reflejan una disminución 

de este colágeno acompañada de una mayor expresión de la MMP14, una metaloproteinasa 

que degrada el colágeno I y otras proteínas de la MEC, siendo clave en la homeostasis de la 
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misma (Overall, 2001; Tam et al., 2004; Zigrino et al., 2016). De hecho, y tal y como se discutió 

al analizar los resultados en plasma, la alteración en la dinámica de la MEC se vincula con 

trastornos inflamatorios agudos y crónicos (Korpos et al., 2009). En tejidos inflamados, la 

remodelación de la MEC se ve favorecida por la liberación de citoquinas como el TNF o el IFN-

γ (Sorokin, 2010). Por otro lado, hay evidencias que señalan a los productos generados 

durante la degradación de la MEC como agentes proinflamatorios. Así, los fragmentos de 

elastina y de colágeno I activan la producción de citoquinas proinflamatorias (Weathington et 

al., 2006; Almine et al., 2013). Estas evidencias explican que la degradación de proteínas de la 

MEC pueda derivar en procesos patológicos como la artritis (Araki y Mimura, 2017), una 

enfermedad de tipo reumático que comparte algunos de sus síntomas con la FM. En la MEC, 

el colágeno I se asocia con el colágeno VI un tipo de colágeno ampliamente distribuido en el 

organismo, que disminuye en los fibroblastos dermales de FM (CO6A2, CO6A3, CO6A1), y que 

resulta especialmente útil en la preservación de la integridad del cartílago articular y del hueso 

(Gelse et al., 2003). Sus alteraciones subyacen a un gran número de patologías (Lamandé y 

Bateman, 2018) como la osteoartritis (Nugent et al., 2009), una afección comórbida con la FM 

(Argoff et al., 2016) en la que se han encontrado indicios de apoptosis en los condrocitos del 

cartílago articular (Musumeci et al., 2015). Igualmente, se han descrito mutaciones en el gen 

de este colágeno asociadas con la disminución o ausencia total de esta proteína en miopatías 

como la de Bethlem o la de Ullrich, que conllevan alteraciones en piel y tendones (Camacho 

Vanegas et al., 2001; Zamurs et al., 2015). Estas miopatías aparecen con asiduidad 

acompañadas de patologías del tejido conectivo similares al síndrome de Ehlers-Danlos 

(Chiquet et al., 2014), una enfermedad rara causada por déficits en la síntesis de colágeno que 

afecta a la piel, articulaciones y vasos sanguíneos (Parapia y Jackson, 2008). La variante 

clasificada como síndrome de Ehlers-Danlos de tipo hipermóvil se acompaña de dolor 

articular, ansiedad, depresión, insomnio y fatiga crónica (Tinkle et al., 2009), síntomas muy 

característicos de la FM. En esta línea, Hermanns-Lê, Piérard y Angenot (2013) ya sugirieron 

la posibilidad de que la FM fuera una variante no catalogada del síndrome de Ehlers-Danlos 

de tipo hipermóvil. La disminución de colágeno I y VI observada en nuestro estudio 

proteómico se corroboró por western blot, confirmándose así la implicación de estas 

proteínas en la patología. Por último, mutaciones en el gen del colágeno XII (COL12A1) 

asociadas con una menor expresión proteica, al igual que ocurre en los fibroblastos de FM 

(COCA1), también se han relacionado con la aparición de este síndrome y de una miopatía 
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similar a la de Ulrich. (Hicks et al., 2014; Zou et al., 2014). La principal función de este colágeno 

es la organización de fibrillas de colágeno tipo I (Chiquet et al., 2014), así como la correcta 

diferenciación de osteoblastos a osteocitos, para asegurar una osteogénesis adecuada (Izu et 

al., 2011). Todos estos resultados reafirman el papel clave que una homeostasis correcta de 

la MEC desempeña en la patogenia de la FM. Precisamente, uno de los elementos esenciales 

en la interacción células-MEC son las integrinas, proteínas que actúan como puente entre la 

MEC y la actina del citoesqueleto. La señalización de la quinasa ligada a integrina (ILK) fue 

una de las rutas moleculares con valor Z negativo en nuestro estudio (-2,14), indicando su 

inhibición en los fibroblastos procedentes de FM. En esta ruta, hay un total de 16 proteínas 

afectadas, 4 de ellas con niveles de expresión elevados (CDC42, ITB1, PTPA, VIME) y 12 (ACTB, 

COF1, COF2, CTNB1, FINC, FLNC, MYH9, MYL6, MYL9, MYPT1, NACAM, PARVA) con niveles de 

expresión reducida. Las integrinas participan en procesos de señalización célula-MEC de forma 

bidireccional: coordinan los procesos internos que regulan la adhesión celular al entorno y 

procesan las señales que este entorno envía a la célula (Boppart y Mahmassani, 2019). En el 

caso de la comunicación desde dentro hacia afuera, la unión de moléculas como la talina a la 

subunidad β de las integrinas provoca un cambio conformacional en estas últimas (Boppart y 

Mahmassani, 2019) que facilita la unión a proteínas de la MEC como la laminina, el colágeno 

o la fibronectina (Lee et al., 1995). Precisamente, el análisis proteómico reflejó una importante 

disminución en los fibroblastos de FM de talina, colágeno y fibronectina, las dos últimas 

validadas mediante ELISA. En la dirección contraria, la señalización de ILK, a través de la 

reorganización de la actina, regula múltiples procesos celulares como la proliferación, la 

supervivencia y la movilidad (Brakebusch y Fassler, 2003; Juliano et al., 2004; Yen et al., 2014). 

En este sentido, proteínas como Cdc42, actina citoplasmática, miosina y cofilina tienen una 

expresión diferencial en los fibroblastos de FM, aunque no hemos podido corroborar la 

disminución de esta última mediante ELISA. Cdc42 pertenece a la familia de GTPasas Rho 

(Gilcrease, 2007) que controlan la reorganización de la actina en la célula mediante la 

fosforilación indirecta de la miosina y cofilina (Sumi et al., 1999; Schmitz et al., 2000). Por 

tanto, estos resultados vuelven a incidir en la hipótesis de la existencia de alteraciones del 

citoesqueleto y de las uniones célula-MEC en las enfermas de FM. 

Tal y como se mencionó con anterioridad, el último término GO relacionado con el 

sistema músculo-esquelético fue la contracción muscular con 8 proteínas alteradas: 2 con 
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niveles de expresión elevados en FM (KGP1, KAPCA) y 6 (CNN2, CNN3, CRYAB, MYL6, MYL9, 

TAGL) con niveles de expresión reducidos. Las dos primeras proteínas pertenecen a la familia 

de quinasas AGC, encargadas de regular procesos celulares tan diversos como el metabolismo, 

la división celular o el desarrollo (Turnham y Scott, 2016). En fibroblastos dermales, Bae y 

colaboradores (2014) demostraron que el NO producido en este tipo celular era capaz de 

estimular, a través de su interacción con la quinasa KGP1, los canales de K+. La autoinmunidad 

que algunas personas desarrollan frente a estos canales provoca hiperexcitabilidad neuronal 

que conlleva la aparición de dolor crónico (Klein et al., 2012). El gran número de procesos en 

los que participan estos canales han provocado que se hayan utilizado como potenciales 

dianas terapéuticas en enfermedades cardiovasculares, neurodegenerativas o en la propia FM 

(Bae et al., 2014; Lawson, 2016). Otras proteínas anotadas en este término GO, como las 

calponinas 2 y 3 (Hossain et al., 2005; Shibukawa et al., 2013) y la ya mencionada miosina 

participan, además de en la contracción muscular, en la reordenación del citoesqueleto de 

actina y vienen a confirmar la alteración del citoesqueleto en los fibroblastos de FM.  

Por último, el análisis IPA señala como inhibida la ruta de señalización de GP6. No 

obstante, GP6 es un receptor del colágeno que solo se expresa en plaquetas promoviendo su 

agregación (Nieswandt y Watson, 2003; Furie y Furie, 2008). Por tanto, este resultado carece 

de sentido biológico en el cultivo de fibroblastos, aunque se explica por la bajada generalizada 

de colágeno, ya comentada. No obstante, en caso de confirmarse la activación de esta ruta en 

las plaquetas de las pacientes de FM, concordaría con la activación plaquetaria descrita por 

Milovanovic y colaboradores (2016) en la patología y comentada en la discusión del perfil 

proteómico del plasma.  

 

V.2.2 Efecto del tratamiento con hidroxitirosol sobre el proteoma celular de 

fibroblastos dermales  

Tras haber demostrado el efecto regulador del AOVE en el proteoma plasmático de las 

pacientes de FM, y considerando la acción antioxidante y antiinflamatoria del HT, se procedió 

a estudiar el posible efecto de este fenol en el proteoma de fibroblastos dermales.  

Inicialmente, se evaluó la capacidad antioxidante del HT sobre los fibroblastos (48 h de 

tratamiento en un rango de concentraciones no citotóxicas). Este fenol ejerció una leve acción 
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antioxidante en el cultivo de FM. Coincidiendo con estos resultados, Warleta y colaboradores 

(2011) habían comprobado en células de cáncer de mama que el HT ejercía su capacidad 

antioxidante tras la adición de peróxido de hidrógeno al cultivo y no en condiciones basales. 

Por tanto, el hecho de que este fenol únicamente ejerza efecto antioxidante en las células 

procedentes de la paciente de FM podría responder al mayor nivel de estrés oxidativo que 

estas presentan. Igualmente, Avola y colaboradores (2019) han observado que en fibroblastos 

dermales el HT es capaz de prevenir el daño oxidativo tras radiación ultravioleta.  

A continuación, se estudió el efecto del tratamiento con HT (1,5 µM durante 48 h) 

sobre el proteoma de los fibroblastos dermales. La elección de la concentración de HT fue 

similar a la alcanzada en sangre con una dieta cuya única fuente de grasa en forma de aceite 

era el AOVE (Oliveras-López et al., 2013). Los resultados indican que este tratamiento modifica 

el doble de proteínas en células procedentes de la mujer sana (73) que en aquellas de la 

paciente de FM (33). Este hecho podría deberse a la disminución en la transcripción y 

traducción señalada en las células de FM con el análisis PANTHER (apartado IV.2.1.2 de 

resultados). 

El análisis proteómico se centró en aquellas proteínas que tras el tratamiento con HT 

(FM+HT) mostraban niveles similares a los de células sanas. Así, se detectaron un total de 91 

proteínas indexadas en distintas rutas moleculares. Según el análisis IPA la de mayor 

significación estadística, con un total de 9 proteínas revertidas por el HT (ACTB, ARF6, ARPC1B, 

CLIP1, CTNNA1, CTNNB1, TUBB6, TUBB, ZYX; la CTNNB1 confirmada mediante ELISA) fue la 

remodelación de las uniones epiteliales adherens (fig. 37), típicamente asociadas a las células 

epiteliales, aunque también forman parte de la conexión intercelular entre fibroblastos (El 

Sayegh et al., 2007). Trujillo y colaboradores (2016) comprobaron que la curcumina, un 

compuesto fenólico procedente de la cúrcuma, es capaz de proteger la integridad de las 

uniones adherens entre células. Sin embargo, apenas se ha investigado el efecto protector de 

los fenoles del aceite en las mismas, aunque Pirozzi y colaboradores (2016) sí demostraron la 

acción reparadora del HT sobre la integridad de la barrera intestinal en un modelo murino. 

Por otra parte, se ha confirmado la relación entre el desgaste en la barrera epitelial del 

intestino y patologías inflamatorias como la enfermedad de Crohn (Groschwitz y Hogan, 2009) 

y la propia FM (Goebel et al., 2008). Por tanto, la confirmación en otros tipos celulares del 
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efecto beneficioso del HT en la alteración de las uniones adherens epiteliales podría respaldar 

su utilización como agente terapéutico en FM. 

El estudio con la base de datos KEGG mostró que las proteínas reguladas por el 

tratamiento con HT participaban en (i) rutas metabólicas, (ii) el procesamiento de proteínas 

en el RE; (iii) la regulación del citoesqueleto de actina, (iv) la termogénesis, y (v) los 

proteoglucanos. Estos procesos ya se habían tratado, de forma directa o indirecta, al evaluar 

los cambios asociados a la FM en el perfil proteico del modelo in vitro.  

Respecto a las rutas metabólicas destaca la normalización de 8 proteínas implicadas 

en: la fosforilación oxidativa (subunidad f, ATPK, y la subunidad B1, AT5F1, del complejo F0 de 

la ATP sintasa), el ciclo de los ácidos tricarboxílicos (citrato sintasa, CISY), el metabolismo del 

grupo hemo (Biliverdina reductasa A, BIEA), la síntesis de nucleótidos (Tetrahidrofolato sintasa 

C1, C1TC; sintetasa de adenilosuccinato, PURA2; Transaldolasa, TALDO), la maduración de 

proteínas (subunidad catalítica del complejo enzimático oligosacaril transferasa, STT3B), el 

metabolismo glucídico (glutamina fructosa-6-fosfato transaminasa, GFPT1; enzima 

ramificadora de 1,4-alfa-glucano, GLGB; glucosa 6-fosfato isomerasa, G6PI) y lipídico (3-

oxoacil-coA deshidrogenasa de cadena muy larga, DHB12). En su conjunto, estos resultados 

podrían confirmar que el tratamiento con este fenol contribuiría a contrarrestar las 

alteraciones metabólicas asociadas a la FM. Algunos de estos efectos ya han sido descritos con 

anterioridad en modelos murinos (Zheng et al., 2015) y de células endoteliales humanas 

(Calabriso et al., 2018). 

En la ruta de procesamiento de proteínas en el RE aparecen un total 8 proteínas 

normalizadas por el tratamiento (CRYAB, DNAJA2, ERO1A, E2AK2, SC23A, SC31A, STT3B, 

SAR1A). Este orgánulo es uno de los de mayor tamaño celular, encargado de la síntesis, 

ensamblaje y maduración de más de un tercio de las proteínas de la célula (Anelli y Sitia, 2008). 

Cuando las proteínas mal plegadas comienzan a acumularse en el RE, este se ve sometido a 

un fuerte estrés que intenta paliar mediante la activación de la respuesta a proteínas mal 

plegadas. La inflamación agrava el estrés del retículo (Rozpȩdek et al., 2016). Por tanto, la 

normalización tras tratamiento con HT de proteínas de esta ruta como E2AK2 (quinasa que 

fosforila al factor eucariota 2α de iniciación de la traducción inhibiendo la síntesis proteica; 

ratio FM/SANAS = 1,57) y ERO1A (proteína alfa similar a la oxirreductasa endoplásmática 1 

que participa en la formación de puentes disulfuro durante el ensamblaje de proteínas en el 



Discusión 

Página | 122  

RE (Cabibbo et al., 2000; ratio FM/SANAS = 2,13) indican que el estrés al que está sometido el 

RE en FM podría ser revertido por el tratamiento con HT. De hecho, el efecto beneficioso del 

HT y sus derivados sobre el estrés del RE se ha investigado en células de hepatocarcinoma 

humano (Giordano et al., 2014) y en modelos animales (Wang et al., 2018) comprobándose la 

capacidad del mismo de influir en esta ruta. Además, y según se aprecia en el esquema KEGG 

(fig. 39), el tratamiento con HT normaliza la expresión de proteínas participantes en el 

complejo COPII, restableciendo el normal funcionamiento de la señalización RE – aparato de 

Golgi, proceso que como ya se ha mencionado se altera en las células de FM. 

El tratamiento con HT en las células procedentes de la paciente de FM también 

normalizó la expresión de 5 proteínas involucradas en la regulación del citoesqueleto de 

actina (ACTB, ARC1B, COF1, COF2, MYPT1), uno de los procesos más afectados por la patología 

en el modelo in vitro de fibroblastos dermales. El efecto del HT sobre el citoesqueleto de actina 

no se ha estudiado hasta la fecha, existiendo solo algún trabajo centrado en otros polifenoles 

como el resveratrol, capaz de alterar la organización de esta estructura (Azios et al., 2007). 

Como ya se comentaba anteriormente, el citoesqueleto de actina juega un papel clave en el 

anclaje celular a la MEC, que también se encuentra afectada en las células de FM. En este 

sentido, otro proceso regulado por el tratamiento con HT es la ruta de los proteoglucanos, 

con 5 proteínas normalizadas (ACTB, CD63, CTNB1, MYPT1, KAPCA). Los proteoglucanos son 

macromoléculas de la superficie celular o de la MEC en las que una o más cadenas de 

glucosaminoglucanos están unidas covalentemente a una proteína de membrana o a una 

proteína de secreción (Nelson y Cox, 2015), siendo el componente glucosídico el mayoritario. 

Estas moléculas están implicadas en el desarrollo de multitud de patologías, la mayoría 

íntimamente ligadas al sistema músculo-esquelético. Así, se han detectado mutaciones en 

genes codificantes de proteoglucanos causantes de enfermedades como el síndrome de 

Schwartz Jampel (Arikawa-Hirasawa et al., 2002), caracterizado por debilidad muscular y 

rigidez articular, o la osteocondritis disecante, alteración articular con degradación ósea y de 

la MEC que cursa con fuertes dolores (Stattin et al., 2010). Tal es la importancia de estas 

macromoléculas en el organismo que se han llegado a proponer como biomarcadores en 

suero para distintas enfermedades inflamatorias como la osteoartritis, la artritis reumatoide 

o la propia FM (Mehraban et al., 1991; Mertoglu et al., 2018). Entre las proteínas reguladas 

por el tratamiento con HT en los fibroblastos de la paciente se detectó el receptor CD63 (ratio 
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FM/SANAS = 2,14), proteína participante en la señalización por ILK, ruta afectada en el cultivo 

procedente de la paciente de FM. Esta ruta es necesaria para el anclaje celular a la MEC y la 

señalización molecular entre ambas (Boppart y Mahmassani, 2019). Este resultado coincide 

con lo ya descrito por García-Vilas y colaboradores (2017), quienes demostraron en cultivos 

de células endoteliales el papel inhibidor de este fenol en la remodelación de la MEC. No 

obstante, sería necesario profundizar en el mecanismo de acción del HT sobre el metabolismo 

de la MEC y su vínculo con su efecto antiinflamatorio.  

El análisis con KEGG de las proteínas revertidas por el HT en FM (fig. 41) también 

destacó la ruta de termogénesis, con 5 proteínas participantes en ella normalizadas con el 

tratamiento (ACTB, ATPK, AT5F1, KAPCA, KGP1). Las quinasas KAPCA y KGP1, elevadas en FM 

e indexadas en el proceso de contracción muscular fueron discutidas anteriormente, 

indicando su participación en múltiples procesos (Turnham y Scott, 2016). Esta ruta 

metabólica se lleva a cabo, principalmente, en el tejido adiposo marrón para controlar la 

termorregulación mediante la producción de calor (Guyton et al., 1971). El proceso de control 

térmico es poco eficiente en las enfermas de FM (Larson et al., 2014). Así, aunque la 

sobreactivación del sistema nervioso simpático en FM agrava el dolor, iniciando una 

termogénesis adaptativa, esta no consigue restablecer la temperatura corporal. De hecho, 

estas pacientes presentan habitualmente una temperatura anormalmente baja, 

principalmente en torno a los puntos gatillo, que se ha vinculado con el dolor en estas zonas 

(Jeschonneck et al., 2000). El reparto de estos puntos gatillo coincide en gran parte con los 

depósitos de tejido adiposo marrón (Wolfe, 1990; Larson et al., 2014). Por otra parte, los 

estímulos que activan la termogénesis, como el estrés o el frío, también empeoran los 

síntomas de la FM (Kuroshima et al., 1984; Julien et al., 2005). Una hipótesis que podría 

explicar el mal funcionamiento de este proceso en FM es la interacción entre la MEC y los 

receptores celulares de los adipocitos del tejido adiposo marrón (Li et al., 2019). Como ya se 

ha mencionado, la integridad de la MEC en la FM estaría seriamente comprometida este 

proceso dificultando una termogénesis eficaz. Por otra parte, en el trabajo de Li y 

colaboradores (2019), los adipocitos fueron estimulados con forskolina, un compuesto vegetal 

que se utiliza habitualmente en el estudio de las rutas de señalización dependientes de AMPc 

(Seale et al., 2008). Esta estimulación se tradujo en un aumento de proteínas relacionadas con 

la MEC y del coactivador PGC-1α. Este coactivador transcripcional ya se había postulado como 
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uno de los principales responsables de la activación de la termogénesis en el tejido adiposo 

marrón, además de ser uno de los genes más relevantes en la ruta de señalización de 

biogénesis mitocondrial (Puigserver y Spiegelman, 2003). No obstante, la proteína PGC-1α no 

modifica su expresión en células de FM ni tras su tratamiento con HT. De hecho, nuestros 

resultados preliminares (no mostrados) reflejan una menor expresión basal de este gen en FM 

que incluso disminuye tras el tratamiento con HT.  

En definitiva, el análisis proteómico comparado de los cultivos procedente de una 

mujer sana y de una enferma de FM señala la alteración en la homeostasis de la MEC y su 

posible papel en el estado proinflamatorio asociado a la patología que podría ser revertido, al 

menos parcialmente, por el efecto del HT. 

 



 

 

 

 

 

VI.CONCLUSIONES 

  



 

 



Procesos biológicos implicados en fibromialgia. Influencia del aceite de oliva. 

Página | 127  

CONCLUSIONES 

1. El análisis proteómico mediante nLC-MS/MS, realizado por primera vez en el 

plasma de pacientes de FM, corrobora la importancia del estrés oxidativo y la 

inflamación en esta patología implicando procesos como la coagulación y el 

metabolismo lipídico. 

2. El papel normalizador del AOVE sobre los procesos anteriores se manifiesta con tan 

solo 3 semanas de ingesta y sugiere su utilidad en el abordaje terapéutico de la FM. 

3. El estudio en fibroblastos dermales coincide en señalar al estrés oxidativo como un 

proceso clave en la etiopatogenia de la FM. 

4. El análisis proteómico mediante nLC-MS/MS, realizado por primera vez en 

fibroblastos dermales, señala al desajuste de la MEC y del metabolismo oxidativo 

como principales responsables de la inflamación asociada a la FM. 

5. El HT administrado al cultivo de fibroblastos dermales a una concentración 

alcanzable en sangre con la ingesta de AOVE es capaz de revertir, al menos 

parcialmente, el estado proinflamatorio asociado a la FM.  
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MODELO DE CONSENTIMIENTO INFORMADO 

CONSENTIMIENTO INFORMADO – INFORMACIÓN AL PACIENTE 

Antes de proceder a la firma de este consentimiento informado, lea atentamente la información que a 
continuación se le facilita y realice las preguntas que considere oportunas. 

Naturaleza: El estudio del estrés oxidativo es una práctica frecuente en la actualidad debido a 

que suele relacionarse con multitud de patologías. Así, se admite que la aparición de radicales 

libres, que son elementos que alteran el perfil oxidativo de las personas, forman parte de la 

etiología de patologías como el Alzheimer, el Parkinson, la ateroesclerosis y/o el propio 

envejecimiento celular. Recientes investigaciones también relacionan al estrés oxidativo con la 

patogenia de la Fibromialgia. Hasta el momento, no existe un tratamiento efectivo para esta 

patología, aunque se suelen obtener mejores resultados si el tratamiento es multidisciplinar, 

sustentándose en ejercicio, psicoterapia y fármacos Debido a su carácter oxidativo, últimamente, 

se barajan también medidas higiénico-dietéticas para su abordaje terapéutico, suplementado la 

dieta diaria con nutrientes de acción antioxidante. 

El aceite de oliva (AO), integrante básico de la dieta mediterránea, no es sólo una grasa rica en 

ácidos grasos monoinsaturados (MUFAs), sino que también destaca por su contenido en 

compuestos con elevada capacidad antioxidante y antiinflamatoria. 

En base a lo anteriormente expuesto, este proyecto propone realizar un ensayo clínico de 

intervención nutricional. Dicha intervención consistirá en la administración a pacientes 

diagnosticados de Fibromialgia de tres tipos de aceites de oliva que difieren entre sí en la 

concentración de compuestos con actividad antioxidante. Tras el periodo de intervención 

nutricional, se valorará el efecto que cada tipo de aceite haya ejercido sobre los marcadores 

oxidativos e inflamatorios de las pacientes y se comprobará si existe correlación con las 

manifestaciones clínicas más relevantes de esta patología.  

Importancia: Con el presente proyecto, se pretende profundizar más en la etiopatogenia de la 

Fibromialgía. En muestras sanguíneas de pacientes afectados de esta patología, de obtención 

fácil y segura, se podrá valorar los marcadores oxidativos y las posibles variaciones que estos 

puedan sufrir tras la intervención dietética. Así mismo, se abre el abanico del tratamiento 

multidisciplinar de esta patología con la aplicación de medidas higiénico-dietéticas. 

Los pacientes que participen en este proyecto recibirán apoyo asistencial por parte de personal 

clínico especializado, que podrá valorar el curso de su patología y los cambios que la 

intervención dietética pueda ocasionar en la misma. 
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Implicaciones para el donante/paciente:  
 
• La donación/participación es totalmente voluntaria. 
• El donante/paciente puede retirarse del estudio cuando así lo manifieste, sin dar explicaciones y sin 

que esto repercuta en sus cuidados médicos. 
• Todos los datos carácter personal, obtenidos en este estudio son confidenciales y se tratarán 

conforme a la Ley Orgánica de Protección de Datos de Carácter Personal 15/99. 
• La donación/información obtenida se utilizará exclusivamente para los fines específicos de este 

estudio. 
 
Riesgos de la investigación para el donante/paciente: 
 

No se conocen, en la actualidad, otras alternativas menos invasivas que la extracción de sangre 

para la determinación completa del perfil oxidativo del paciente. El análisis en la saliva es una 

técnica aún incipiente y que no permite la determinación de todos los parámetros que se 

presentan en el estudio. 
 
 
 
 
 
Si requiere información adicional se puede poner en contacto con Mª Luisa del Moral Leal en el teléfono: 
953 212761 y 661411447o en el correo electrónico:mlmoral@ujaen.es  
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CONSENTIMIENTO INFORMADO – CONSENTIMIENTO POR ESCRITO DEL PACIENTE 

 
FIBROMIALGÍA Y ESTRÉS OXIDATIVO. INFLUENCIA DEL ACEITE DE OLIVA. 
 
Yo (Nombre y 
Apellidos):................................................................................................................................  
 
• He leído el documento informativo que acompaña a este consentimiento (Información al Paciente) 
 
He podido hacer preguntas sobre el estudio FIBROMIALGÍA Y ESTRÉS OXIDATIVO. INFLUENCIA 
DEL ACEITE DE OLIVA. 
 
He recibido suficiente información sobre el estudio FIBROMIALGÍA Y ESTRÉS OXIDATIVO. 
INFLUENCIA DEL ACEITE DE OLIVA. 
•  He hablado con el profesional sanitario informador: 

………………………………………………………… 
  
• Comprendo que mi participación es voluntaria y soy libre de participar o no en el estudio. 
 
• Se me ha informado que todos los datos obtenidos en este estudio serán confidenciales y se 

tratarán conforme establece la Ley Orgánica de Protección de Datos de Carácter Personal 15/99. 
 
• Se me ha informado de que la donación/información obtenida sólo se utilizará para los fines 

específicos del estudio. 
 
• Deseo ser informado/a de mis datos genéticos y otros de carácter personal que se obtengan en el 

curso de la investigación, incluidos los descubrimientos inesperados que se puedan producir, 
siempre que esta información sea necesaria para evitar un grave perjuicio para mi salud o la de mis 
familiares biológicos. 

Si  No 
 
Comprendo que puedo retirarme del estudio: 
 
• Cuando quiera 
• Sin tener que dar explicaciones 
• Sin que esto repercuta en mis cuidados médicos 
 
Presto libremente mi conformidad para participar en el proyecto titulado <TÍTULO> 
 
 
 
 
 
Firma del paciente     Firma del profesional  
(o representante legal en su caso)   sanitario informador 
 
 
 
 
Nombre y apellidos:……………….   Nombre y apellidos: ……….. 
Fecha: ………………………………   Fecha: ………………………. 





Vicerrectorado de InvestigaciónDesarrollo Tecnológico e Innovación

Campus Las Lagunills, s/n. Edificio B-1  Rectorado –    Telf. 953 212597 –    Fax 953 211968 –    E-mail: vicinv@ujaen.es 

UNIVERSIDAD DE JAÉN 
Vicerrectorado de Investigación, 

Desarrollo Tecnológico e Innovación 

Comité de Bioética 

- Informe - 

Tipo de actividad: Investigadora – proyecto de investigación. 

Título de la actividad: Fibromialgia y estrés oxidativo. Influencia del aceite de 
oliva 

Convocatoria y/o entidad a la que se presenta: Junta de Andalucía. 

Investigador principal: Del Moral Leal, Mª Luisa. 

Departamento: Biología Experimental. 

Tipo de documentación examinada: Memoria del proyecto y formulario. 

Tipo de experimentación o actividad sometida a informe:  Experimentación con 
muestras de origen biológico. 

Informe que se emite:  Favorable, siempre y cuando se obtenga la autorización 
de los correspdientes Complejos Hospitalarios. 

Jaén,  10 de febrero de 2010 

María de los Ángeles Peinado Herreros 
Vicerrectora de Investigación, Desarrollo Tecnológico e Innovación 
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Fibromyalgia Impact Questionnaire (FIQ) 
Versión en español

INSTRUCCIONES: En las preguntas que van de la a a la i, por favor rodee con un círculo el número que mejor describa 
cómo se encontró en general durante la última semana. Si no tiene costumbre de realizar alguna de las siguientes actividades, 
tache la pregunta. 

1. Ha sido usted capaz de:

Siempre       La mayoría      En ocasiones      Nunca 
     de las veces 

a. Hacer la compra       0 1 2 3 

b. Hacer la colada con lavadora 0        1     2  3 

c. Preparar la comida       0  1          2  3 

d. Lavar los platos y los cacharros de la cocina a mano       0  1          2  3 

e. Pasar la fregona, la mopa o la aspiradora       0  1          2 3 

f. Hacer las camas       0  1          2  3 

g. Caminar varias manzanas       0  1          2  3 

h. Visitar a amigos / parientes       0 1          2  3 

i. Utilizar transporte público       0  1          2 3 

2. ¿Cuántos días de la última semana se sintió bien?

0  1  2  3  4  5  6  7 

3. ¿Cuántos días de la última semana faltó usted al trabajo por causa de su fibromialgia? (Si no trabaja usted fuera de casa,
deje esta pregunta en blanco) 

0  1  2  3  4  5 

(En las siguientes preguntas, ponga una marca como esta | en el punto de la línea que mejor indique cómo se sintió en general 
durantela última semana) 

4. Cuando fue a trabajar, ¿cuánta dificultad le causaron el dolor u otros síntomas de su fibromialgia en el desempeño de su
trabajo? 

Sin ............................................................................................................................... Mucha 
problema          dificultad 

5. ¿Cómo ha sido de fuerte el dolor?

Sin ............................................................................................................................... Dolor 
dolor  muy fuerte 

6. ¿Cómo se ha encontrado de cansada?

Nada ............................................................................................................................... Muy 
cansada              cansada 

7. ¿Cómo se ha sentido al levantarse por las mañanas?

Bien. ............................................................................................................................... Muy cansada 

8. ¿Cómo se ha notado de rígida o agarrotada?

Nada ...............................................................................................................................Muy 
rígida  rígida 

9. ¿Cómo se ha notado de nerviosa, tensa o angustiada?

Nada...............................................................................................................................Muy  
nerviosa nerviosa

10. ¿Cómo se ha sentido de deprimida o triste?

Nada ............................................................................................................................... Muy  
Deprimida            deprimida 
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A B S T R A C T

Fibromyalgia (FM) is a form of non-articular rheumatism difficult to diagnose and treat because its etiology
remains still elusive. Proteomics makes possible the systematic analysis of hundreds of proteins in clinical
samples. Consequently, it has become a key tool for finding altered molecular pathways in different diseases. In
this context, the present study analyzes changes in the plasma proteome of patients with FM by nanoscale liquid
chromatography coupled to tandem mass spectrometry. Deregulated proteins were studied using Ingenuity
Pathways Analysis (IPA) and Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes. Conventional analytical methods were
used to validate selected proteins. We found a total of 33 proteins differentially expressed in patients with FM.
Haptoglobin and fibrinogen showed the highest FM/control ratio. IPA analysis revealed that the top enriched
canonical pathways were acute-phase response signaling, Liver-X Receptor/Retinoid-X Receptor activation,
Farnesoid-X Receptor/Retinoid-X Receptor activation, and coagulation and complement systems. The im-
portance of inflammation in FM was corroborated by the increase in erythrocyte sedimentation rate. In con-
clusion, our results support the existence of a plasma protein signature of FM that involves different biological
pathways all of them related to inflammation, and point to haptoglobin and fibrinogen as plausible biomarker-
candidates for future studies.
Significance: The etiology of fibromyalgia (FM) remains elusive making its diagnosis and treatment difficult. The
characterization of the proteome signature of this syndrome will improve its understanding. However, to date
proteomic analyses in FM are scarce. The goal of the present work is to analyse, for the first time, changes in
plasma protein profiles of patients with FM in comparison to control subjects, using label free relative protein
quantification by nanoscale liquid chromatography coupled to tandem mass spectrometry. Our data demonstrate
the existence of a common protein signature in the plasma of patients with FM that could explain some of the
symptoms associated to this syndrome. The analysis of the 33 proteins differentially expressed corroborates the
crucial role of inflammation in the pathogenesis of this syndrome. The interplay of the complement and coa-
gulation cascades contributes to the inflammatory process, while the activation of Liver-X Receptor/Retinoid-X
Receptor and Farnesoid-X Receptor/Retinoid-X Receptor could attempt to alleviate it. Finally, we have identified
two proteins, haptoglobin and fibrinogen, as potential biomarker-candidates of FM for future studies.

1. Introduction

Fibromyalgia (FM) is a form of non-articular rheumatism, with an
estimated prevalence in the general population of 1.7–5.4% and a ratio
of females to males of 2.3–13.7 to 1, according to the different classi-
fication criteria sets available [1]. This syndrome is characterized by
chronic musculoskeletal pain and fatigue with significantly impaired
function and quality of life. Moreover, it is also frequently associated

with sleep problems, morning stiffness, cognitive impairment, head-
ache, depression, and anxiety [2] that, altogether, lead to activity
limitations and impaired work ability.

Although the etiology of FM remains still elusive, several factors
have been proposed to be involved. Patients' relatives have a higher risk
of developing this syndrome compared to the general population [3],
consequently there seem to be a genetic predisposition to FM. In this
line, gene polymorphisms in the serotonin receptor 2A region of

https://doi.org/10.1016/j.jprot.2018.07.009
Received 20 December 2017; Received in revised form 16 March 2018; Accepted 16 July 2018

⁎ Corresponding author at: Dept. of Experimental Biology, University of Jaén, Campus Las Lagunillas s/n, 23071 Jaén, Spain.
E-mail address: esiles@ujaen.es (E. Siles).

Journal of Proteomics 186 (2018) 47–55

Available online 17 July 2018
1874-3919/ © 2018 Elsevier B.V. All rights reserved.

T

http://www.sciencedirect.com/science/journal/18743919
https://www.elsevier.com/locate/jprot
https://doi.org/10.1016/j.jprot.2018.07.009
https://doi.org/10.1016/j.jprot.2018.07.009
mailto:esiles@ujaen.es
https://doi.org/10.1016/j.jprot.2018.07.009
http://crossmark.crossref.org/dialog/?doi=10.1016/j.jprot.2018.07.009&domain=pdf


chromosome 13, the serotonin transporter gene regulatory region, the
catecholamine methyltransferase, the dopamine-D-3 receptor and the
adrenergic receptor have been related to an increased risk of FM [3].
The cognitive and behavioral responses observed in FM have also been
linked to glutamatergic hyperactivity. In fact, a recent and thorough
review in this field suggests that there is a significant association be-
tween increased cerebral glutamate levels and this syndrome [4]. FM
and other related pathologies, such as Chronic Fatigue Syndrome, have
also been associated with neuroendocrine disorders [5]. Particularly, an
exacerbated hypothalamic-pituitary-adrenal axis and an alteration in
cortisol levels have been proposed to be involved in FM [6]. However,
among all the possible factors that could underlay FM pathophysiology,
inflammation and oxidative stress are the most frequently reported. Our
research group, among others, found correlations between a pro-oxi-
dative status and a decreased antioxidant capacity in patients with FM
[7–9]. Moreover, features related with a pro-oxidative and a pro-in-
flammatory status, like increased levels of inflammatory markers, lower
zinc levels or an augmented lipid peroxidation, seem to be common in
these patients. Based on these data, it seems unlikely that FM is caused
exclusively by the dysregulation of a single factor. This multifactorial
nature makes its treatment highly complex. Therefore, symptomatic
medication is at present the main form of treatment, although it often
causes adverse effects in these patients.

The lack of known etiology also makes the diagnosis of this syn-
drome difficult. In fact, nowadays FM takes up to 5 years to be diag-
nosed, making it imperious to find markers that help in its diagnosis
and treatment. Proteomic is a key tool in health research because it
makes possible the systematic analysis of hundreds of proteins in clin-
ical samples, with the promise of discovering new biomarkers or altered
molecular pathways for different disease conditions. To date, proteomic
analyses in FM are scarce. Two studies performed in salivary fluid of
patients with FM [10, 11] showed differentially expressed proteins re-
lated to oxidative stress, cytoskeletal arrangements and central sensi-
tization in these patients compared to healthy controls. In a preliminary
study on serum proteomics of patients with FM, Ruggiero et al. [12]
found a significant overexpression of three proteins related to oxidative
stress: α1-antitrypsin, transthyretin and retinol binding protein 4. A
more recent study in muscle of women diagnosed of chronic widespread
pain including FM, showed altered levels of stress and inflammation
proteins that correlated with pain intensity [13]. With this background,
the goal of the present work is to analyse, for the first time, changes in
plasma protein profiles in patients with FM using label free relative
protein quantification by nanoscale liquid chromatography coupled to
tandem mass spectrometry (NanoLC-MS/MS). This approximation may
help to gain insight into the biological pathways potentially related to
the FM process and to set a common protein signature in order to im-
prove the diagnosis and management of this syndrome.

2. Material and methods

2.1. Patients and samples

This study was carried out in two groups: 12 age-matched healthy
women recruited from the University of Jaén (Spain), and 12 age-
matched FM patients from AFIXA (Association of Fibromyalgia of
Jaén). All subjects provided written informed consent. The study was
approved by the Ethics and Research Committee of the Complejo
Hospitalario de Jaén (Spain) and carried out in accordance with the
Declaration of Helsinki of the World Medical Association. The inclusion
criterion for the FM group was to meet the 1990 American College of
Rheumatology (ACR) Criteria for classification of primary FM [14].
Exclusion criteria for the study included the presence of any other
chronic disease (diabetes mellitus, hypertension, cancer, ischemic heart
disease), pregnancy, lactation, and grade II obesity (with a body mass
index (BMI)≥ 35 kg/m2). None of the participants were using any
medicine that affects the antioxidative status, or were under the

treatment of corticosteroids, estrogens, analgesics or anti-inflammatory
drugs. None was consuming alcohol, and all of them were non-smokers.
All the participants were sedentary living women. The clinical and
demographic characteristics of each participant were acquired through
interviews and questionnaires (Table 1, Supplementary Table 1). In
order to avoid variations, all the procedures and tests were carried out
by the same specialist. In patients with FM, the FM impact ques-
tionnaire (FIQ) was used to evaluate functional capacity in daily living
activities. Musculoskeletal pain was assessed by a visual analogue scale
(VAS; 10 cm). The mental (Mental Component Summary, MCS12) and
physical (Physical Component Summary, PCS12) health status of the
participants was determined by the Spanish version of SF-12 Health
Survey [15]. The lower score between 0 and 100 meant worse health
status. The mental (MCS-12) and physical (PCS-12) health status were
significantly lower in the FM group compared to healthy volunteers
(p < 0.05 and p < 0.001, respectively).

Blood samples from patients were extracted at the same time in the
early morning to avoid daily variations of the parameters, and after an
overnight fast. The blood was disposed in EDTA tubes and EDTA-free
tubes to obtain plasma (for proteomic analysis and fibrinogen quanti-
tation) and serum samples (for haptoglobin quantitation), respectively.
After centrifugation for 10min at 1300g and 4 °C, supernatants were
harvested, aliquoted and stored at −80 °C until used. Whole blood
samples were also recollected and immediately used to evaluate
Erythrocyte Sedimentation Rate (ESR).

2.2. NanoLC-MS/MS analysis

Plasma was depleted using Pierce top 12 abundant protein depletion
spin columns, following manufacturer's instructions. Depleted protein
samples were tryptically digested following the filter-aided sample
preparation (FASP) protocol described by Wisniewski et al. with minor
variations [16]. The resulting peptides were dried and resuspended in
0.1% formic acid, and sonicated for 5min prior to mass spectrometry
analysis. Peptide mixtures were separated on a nanoACQUITY UPLC
System (Waters) connected to an LTQ Orbitrap XL mass spectrometer
(Thermo Electron) or a Synapt G2 Si (Waters). An aliquot of each
sample was loaded onto a Symmetry 300 C18 UPLC Trap column
(180 μm×20mm, 5 μm; Waters). The precolumn was connected to a
BEH130 C18 column, 75 μm×200mm, 1.7 μm (Waters), and equili-
brated in 3% acetonitrile and 0.1% FA. Peptides were eluted directly
into the nanoelectrospray capillary (Proxeon Biosystems) at 300 nl/
min, using a 120min linear gradient of 3–50% acetonitrile. The Orbi-
trap XL ETD mass spectrometer (Thermo) automatically switched be-
tween MS and MS/MS acquisition in data-dependent acquisition (DDA)
mode, in an alternating fashion. Full MS survey spectra (m/z
400–2000) were acquired in the Orbitrap with 30,000 resolution at m/z
400, and two lock-masses were used for increased mass measurement
accuracy (445.120024 and 462.146573). The six most intense ions were
subjected to collision-induced dissociation (CID) in the linear ion trap.
Precursors with charge states of 2 and 3 were specifically selected for
fragmentation. Analyzed ions were excluded from further analysis
during 30 s using dynamic exclusion lists.

Database searches were performed using the software Proteome
Discoverer v.1.4 (Thermo Fisher Scientific).

Table 1
Demographic and clinical data of patients with FM and healthy controls.

Variable FM group Control group p value

Age (years) 50.58 ± 6.27 47.58 ± 7.94 0.316
FIQ score 52.38 ± 17.07 – –
VAS score 5.62 ± 2.83 – –
PCS-12 score 33.53 ± 9.16 55.08 ± 2.52 <0.001
MCS-12 score 38.53 ± 13.99 50.48 ± 5.75 0.049

Values represent mean ± SD.
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2.3. Differential expression analysis

Progenesis LC-MS software (Nonlinear Dynamics Ltd., Newcastle
upon Tyne, UK) was used to analyse protein variation among samples.
Raw files were directly loaded onto the program and analyzed fol-
lowing the workflow provided by the manufacturers. One of the sam-
ples was selected as a reference run to which the precursor masses in all
the other samples were aligned to. Abundance ratios between the run to
be aligned and the reference run, were calculated for all features at
given retention times. Protein identifications were performed using
Mascot search engine v2.1 (Matrix Science). Carbamidomethylation of
cysteines was set as fixed modification, and oxidation of methionines as
variable modification, and 2 missed cleavages were allowed. 10 ppm of
peptide mass tolerance and 0.5 Da fragment mass tolerance were used.
Spectra were searched against Uniprot/Swissprot database version
2016_02 restricted to Homo sapiens. A decoy search was carried out in
order to estimate the false discovery rate (FDR). Only peptides with a
false discovery rate of< 1% were selected. Protein quantitation was
performed using the information concerning to the three most intense
peptides (when available), and only proteins with ANOVA p < 0.05
and ratio > 1.2 in either direction and at least two peptides at a
FDR < 1%, were considered as significantly deregulated. The nor-
malized relative abundance of every protein was expressed as
mean ± standard deviation (SD).

2.4. Network analysis

Deregulated proteins in FM were studied by using the Canonical
Pathways, Diseases & Functions and Network-building tools, Ingenuity
Pathways Analysis (IPA; Ingenuity® Systems, www.ingenuity.com). The
Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes (KEGG) mapper –Search
pathway tool (http://www.genome.jp/kegg/tool/map_pathway1.html)
was also used.

2.5. ESR, fibrinogen and haptoglobin determination

ESR was assessed with BD Seditainer™ tubes in a BDVacutainer®
Sedi-15™ analyzer (Becton Dickinson). Fibrinogen was determined by
the Multifibren®U reagent (Dade Behring Holdings, Inc.) in a BCS XP
System analyzer (Siemens). Haptoglobin concentration was quantified
by immunoturbidimetry (Tina-quant Haptoglobin test, Roche
Diagnostics®) in a Roche/Hitachi MODULAR P analyzer.

2.6. Statistical analysis of clinical data

Data were expressed as mean ± standard deviation (SD).
Management and data analysis were performed using the statistical
package SPSS for Windows version 19.0 (SPSS Inc., Chicago, IL, USA).
Kolmogorov-Smirnov test (α-value=0.05) and Levenne test (α-
value= 0.05) were performed to test normality and homoscedasticity,
respectively. Data which followed a normal distribution and the prin-
ciple of homoscedasticity of variances were tested by an unpaired
Student's t-test to compare differences between means. The degree of
statistical significance in data which did not follow a normal distribu-
tion or the principle of homoscedasticity (ESR, fibrinogen, PCS-12,
MCS-12) was established by applying the Mann-Whitney U-test. To
assess the relation between variables, Pearson or Spearman correlation
was used. The level of statistical significance was set at p < 0.05.

3. Results

3.1. Plasma proteome profiling in fibromyalgia

The proteomic profile of plasma samples from healthy controls and
patients with FM was determined by NanoLC-MS/MS. A total of 266
proteins were identified. Using a cutoff value of 1% FDR for statistical
significance, 33 of these proteins were found to be differentially

Table 2
Proteins differentially expressed in the plasma of patients with FM.

Uniprot ID Protein name Abbreviation Gene name Ratio (FM/Healthy) p value

P00738 Haptoglobin HPT HP 2.54 7.95E-05
P02679 Fibrinogen gamma chain FIBG FGG 2.30 5.49E-03
P60709 Actin, cytoplasmic 1 ACTB ACTB 2.26 1.11E-03
P07996 Thrombospondin-1 TSP1 THBS1 2.21 3.33E-02
O14791 Apolipoprotein L1 APOL1 APOL1 1.91 3.77E-04
P35542 Serum amyloid A-4 protein SAA4 SAA4 1.89 3.43E-03
P02655 Apolipoprotein C-II APOC2 APOC2 1.83 1.15E-02
P02787 Serotransferrin TRFE TF 1.83 1.30E-03
P02675 Fibrinogen beta chain FIBB FGB 1.78 4.38E-02
P20742 Pregnancy zone protein PZP PZP 1.76 4.05E-03
P19652 Alpha-1-acid glycoprotein 2 A1AG2 ORM2 1.74 4.58E-03
P01876 Ig alpha-1 chain C region IGHA1 IGHA1 1.74 3.09E-02
P00742 Coagulation factor X FA10 F10 1.63 9.92E-03
P02763 Alpha-1-acid glycoprotein 1 A1AG1 ORM1 1.58 2.27E-02
P01023 Alpha-2-macroglobulin A2M A2M 1.52 1.20E-02
P01871 Ig mu chain C region IGHM IGHM 1.52 2.24E-02
P09871 Complement C1s subcomponent C1S C1S 1.49 1.23E-04
P02743 Serum amyloid P-component SAMP APCS 1.48 2.44E-02
P08603 Complement factor H CFAH CFH 1.43 4.20E-03
P10643 Complement component C7 CO7 C7 1.39 9.26E-03
P06681 Complement C2 CO2 C2 1.38 9.72E-03
P07225 Vitamin K-dependent protein S PROS PROS1 1.38 1.06E-02
P00740 Coagulation factor IX FA9 F9 1.36 7.09E-03
P02747 Complement C1q subcomponent subunit C C1QC C1QC 1.35 1.55E-02
P02748 Complement component C9 CO9 C9 1.33 7.31E-03
P01019 Angiotensinogen ANGT AGT 0.73 3.98E-02
P04196 Histidine-rich glycoprotein HRG HRG 0.70 2.90E-02
P08571 Monocyte differentiation antigen CD14 CD14 CD14 0.67 5.95E-03
P08185 Corticosteroid-binding globulin CBG SERPINA6 0.66 2.78E-02
P05543 Thyroxine-binding globulin THBG SERPINA7 0.63 5.93E-03
Q9UK55 Protein Z-dependent protease inhibitor ZPI SERPINA10 0.63 1.29E-02
Q9UGM5 Fetuin-B FETUB FETUB 0.53 3.75E-03
P00915 Carbonic anhydrase 1 CA1 CA1 0.47 4.06E-03
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expressed (Table 2): 25 significantly overexpressed (FM/control
ratio≥ 1.20) and 8 underexpressed (FM/control ratio≤ 0.80).

3.2. Network and pathway analysis of proteins differentially expressed

We used an IPA analysis in order to assess whether the proteins with
different abundance were related to specific molecular pathways and
networks. In the pathway analysis, we found 25 statistically significant
enriched canonical pathways associated with the 33 deregulated
plasma proteins of FM patients (Fig. 1). Among these, the top 5 ac-
cording to the p-value were acute-phase response signaling (14 pro-
teins: HPT, FIBB, FIBG, SAA4, TRFE, A1AG1, A1AG2, C1S, CO2, CO9,
A2M, SAMP, HRG and ANGT; Fig. 2A), Liver-X Receptor/Retinoid-X
Receptor (LXR/RXR) activation (9 proteins: APOL1, TRFE, A1AG1,
A1AG2, CO9, CD14, APOC2, SAA4 and ANGT), Farnesoid-X Receptor/
Retinoid-X Receptor (FXR/RXR) activation (9 proteins: APOL1, TRFE,
A1AG1, A1AG2, CO9, FETUB, APOC2, SAA4 and ANGT), coagulation
system (7 proteins: FIBB, FIBG, FA10, FA9, A2M, PROS, ZPI) and
complement system (6 proteins: C1S, CFAH, CO7, CO2, C1QC, CO9).
The highest ratio corresponded to the extrinsic prothrombin activation
pathway. The LXR/RXR activation and production of nitric oxide and
reactive oxygen species in macrophages showed a Z-score > 2
(Z=2.333; p=1.58E-13 and Z= 2.236; p=1.20E-5, respectively).
Using the Disease & Biofunction tool we found that coagulation was
activated in patients with FM, while bleeding was inhibited (Fig. 2B).
These result was corroborated by the KEGG mapper –Search pathway
tool (Fig. 3).

For the network analysis, proteins linked with developmental dis-
order, hereditary disorder and immunological disease were gathered,
and the majority of the proteins resulted to be connected to pro-in-
flammatory cytokines and ERK-1/2 network (Fig. 4).

3.3. Haptoglobin, fibrinogen and ESR determination

Haptoglobin and fibrinogen are the two proteins with the highest
FM/control ratio. Given their involvement in the acute-phase response
and in the coagulation cascade, two of the canonical pathways enriched
in patients with FM, we next confirmed their overexpression. In
agreement with the NanoLC-MS/MS results, the levels of haptoglobin
and fibrinogen in patients with FM were significantly increased
(p < 0.02 and p < 0.05, respectively; Table 3).

ESR can indirectly measure the activation of acute-phase response.
As shown in Table 3, ESR was also significantly increased in patients
with FM compared to controls (p < 0.05). These inflammatory clinical
data (haptoglobin, fibrinogen, and ESR) positively correlated with the
proteomic results (Table 4).

4. Discussion

We performed, for the first time, NanoLC-MS/MS analysis in the
plasma from FM patients and age-matched healthy volunteers. We
found a total of 33 proteins with different abundance in patients with
FM. Most of the proteins were related to inflammation processes and,
among others, five dominant pathways according to its p-value were
identified as enriched: the acute phase response signaling, LXR/RXR
activation, FXR/RXR activation, coagulation system and complement
system.

Our comparative IPA analysis showed 14 proteins related with the
acute-phase response signaling, 12 significantly more abundant (HPT,
FIBB/FIBG, SAA4, TRFE, A1AG1, A1AG2, C1S, CO2, CO9, A2M, SAMP)
and 2 significantly less abundant (HRG, ANGT) in FM. The acute-phase
response is a complex mechanism from the organism against local or
systemic disturbances that occurs, among others, during inflammatory
processes [17]. In these processes, the tissular damage leads to the re-
lease of pro-inflammatory cytokines which, together with nitric oxide
and glucocorticoids, control the hepatic synthesis of the acute-phase
reactants [18–20]. The acute-phase reactants include proteins whose
plasma concentrations increase (positive reactants) or decrease (nega-
tive reactants) significantly. In our study, we identified 11 positive
acute-phase reactants upregulated and 1 negative acute-phase reactant
downregulated. The activation of this response can be indirectly mea-
sured by ESR, and we have also detected a statistically significant in-
crease in ESR in FM. Altogether, these results suggest the involvement
of an inflammatory response in FM, even though TRFE, a negative re-
actant, was increased and ANGT, a positive reactant, was decreased.
Similar discordances have been previously reported, as not all the
acute-phase reactants increase uniformly [21]. In fact, as proposed by
Baralla et al. in the inflammatory context of chronic pulmonary disease
[22], the increase of TRFE may reflect an attempt to preserve from the
deleterious effects of free iron. Acute-phase response is traditionally
associated with a high level of C-reactive Protein (CRP) and several
interleukins. However, our results do not show changes in any of these
proteins. In this sense, Bazzichi et al. [23] reported that only the 25% of
the FM patients exhibited high levels of CRP, and no correlation with
CRP level has been described in other typical inflammatory diseases,
such as Systemic Lupus Erythematosus (SLE) [24]. Similarly, published
data do not show a consistent interleukin pattern in FM either. Some
authors found higher levels of IL-10, IL-8 and TNF-α in this condition
[23]. Contrary and supporting our findings, Wallace et al. [25] were
unable to describe higher levels of IL-6 and IL-8 in FM patients com-
pared to healthy controls. Likewise, Kasiphaz et al. [26] highlighted
that the alteration in cytokine production was not a dominant factor in
the pathogenesis of FM. These conflicting results may underlie the ex-
istence of a chronic inflammatory state. This situation associates with

Fig. 1. Canonical pathways enriched in fibromyalgia sorted by statistical significance. Orange or blue colours mean positive or negative Z-score, respectively. (For
interpretation of the references to colour in this figure legend, the reader is referred to the web version of this article.)
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moderate elevations of CRP and IL-6 that may even be masked by the
influence of other factors. In fact, it has recently been demonstrated, in
women with rheumatoid arthritis, that CRP levels are correlated with
fat mass but not with disease activity, suggesting that CRP should be
used cautiously in certain pathologies [27]. In line with those results,
although Feinberg et al. [28] demonstrated a positive correlation be-
tween CRP and FM, the CRP values found in FM patients were nearly
within the reference range and the addition of BMI weakened this re-
lationship. Consequently, the heterogeneity in the findings from small
case-control studies may reflect differing selection criteria among the
controls. The exclusion criteria stablished in our study could explain the
lack of correlation between CRP and FM. However, the modest influ-
ence of obesity on ESR [27] could account for our increased ESR values
in FM patients, and would support its use as a more accurate disease
activity biomarker.

During the inflammatory processes, complement and coagulation
systems play crucial roles [29]. In fact, complement system has been
associated to other rheumatic disorders such as Rheumatoid Arthritis
[30] and SLE [25]. We found 6 proteins of the complement system

(C1S, CFAH, CO7, CO2, C1QC, CO9) overexpressed in FM patients.
Except CFAH, an inhibitory protein of the alternative pathway, all these
proteins are involved in the formation of the Membrane Attack Com-
plex through the classical pathway. This pathway is mainly triggered by
IgM/IgG-antigen complexes [31] and leads to chemotaxis and plasma
protein exudation at inflammatory sites, facilitating the opsonization of
damaged cells [21]. In accordance, our data showed increased levels of
IgM, pointing out that the classical pathway of complement system is
another factor to be considered in FM. Moreover, the high abundance of
IgM could also contribute to the increased ESR values observed in our
cohort of patients and previously reported in other inflammatory
pathologies [24]. The complement cascade can also be activated by
some coagulation proteins [29]. Our results showed higher levels of
FIBB, FIBG, FA10, FA9, A2M and PROS, and a lower amount of ZPI, all
of them involved in coagulation. Among these, FA10 and FA9 have
been previously described as complement cascade activators. There-
fore, these results could indicate the interplay of both pathways in FM.
In fact, the extrinsic and the intrinsic prothrombin activation pathways
showed the two highest ratios among the 25 statistically significant

Fig. 2. Ingenuity Pathways Analysis representation of (A) Acute phase reaction signaling in fibromyalgia. Significant pathway nodes are shaded according to size of
fold change (red> 1.2; green< 1.2), with white nodes indicating proteins that were not detected in the samples and grey indicating proteins that were detected, but
not significantly. (B) Predicted state of coagulation and bleeding in fibromyalgia. (For interpretation of the references to colour in this figure legend, the reader is
referred to the web version of this article.)
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enriched canonical pathways, emphasizing the crucial role of coagula-
tion in the FM condition. The scarce literature in this field explains the
pro-coagulant state in terms of platelet activation [32]. However, Berg
et al. [33] described an increased level of fibrinogen in chronic fatigue
syndrome and/or FM, which not always associates with platelet acti-
vation. In our study, the quantitative determination of fibrinogen by a
standard analytical method confirmed the higher levels of fibrinogen
observed by proteomics in patients with FM.

The proteomic analysis also identified significantly enriched the
LXR/RXR activation pathway (APOL1, TRFE, A1AG1, A1AG2, CO9,
CD14, APOC2, SAA4 and ANGT), predicted as activated with a z-score
of 2.33, and the FXR/RXR pathway (APOL1, TRFE, A1AG1, A1AG2,
CO9, FETUB, APOC2, SAA4 and ANGT). The RXR is a nuclear hormone
receptor of the retinoid receptor family and the common partner for
several others nuclear receptors such as LXR and FXR [34]. These re-
ceptors are known to be involved in many biological and pathological
pathways associated with lipid metabolism and inflammation [35].
Particularly, LXR once bound to oxysterols activates sterol regulatory
element binding protein 1c (SREBP-1c), a central lipogenic transcrip-
tion factor [36, 37]. This activation results in the upregulation of dif-
ferent genes involved in lipogenesis and lipoprotein metabolism such as
the apolipoprotein C-I/C-IV/C-II gene cluster [38], increased in our
cohort of FM patients. Besides, LXR also activates reverse cholesterol
transport in macrophages preventing foam cell formation and inhibits
different pro-inflammatory transcription factors. Similarly, FXR acti-
vation regulates triacylglyceride metabolism, cholesterol homeostasis,
and suppresses inflammatory pathways [35]. The anti-inflammatory
activity of both pathways suggests that the activation of LXR and FXR
pathways could attempt to alleviate the inflammatory environment
mentioned above in FM patients. Glucocorticoids also exert a mod-
ulatory effect on inflammation and, in our study, CBG was found to be
downregulated in FM patients, according to other authors [39]. CBG
transports the 90% of the total cortisol in blood and is cleavaged by

leukocyte elastase at sites of inflammation, inducing a typical S-to-R
transition that results in hormone release [40]. Although there is no
consensus about the effect of FM on cortisol levels [41–43] our group,
among others, has not found differences in total cortisol level in this
pathology [9, 44]. In this context, the CBG downregulation in our co-
hort could involve a higher bioavailability of free cortisol. Nevertheless,
it is plausible that this cortisol may be unable to exert its modulatory
effect on inflammation due to abnormalities in glucocorticoid receptor.
In fact, therapeutic interventions with glucocorticoids have resulted
ineffective in FM [45].

Neuroinflammatory mechanisms underlie physical and psycholo-
gical distress [46], typical symptoms of FM condition. Consequently,
the activation of acute phase response described in our proteomic study
could be related to the statistically significant differences in the PCS-12
and MCS-12 results observed between FM patients and controls.
Moreover, inflammation and stress physiology are reportedly associated
to a high production of oxygen/nitrogen reactive species particularly in
macrophages, and one of the pathways with a highest z-score found in
our IPA analysis was precisely the production of nitric oxide and re-
active oxygen species in macrophages. In this sense, our group has al-
ready described that patients with FM exhibit an imbalance between
oxidants and antioxidants that results in higher oxidative DNA damage
[9]. Haptoglobin is an acute phase reactant with antioxidant activity
through its capability to bind hemoglobin and prevent the toxicity of
heme iron. Consequently, its increase in chronic processes aims to
counteract excessive oxidative stress preventing, among others, muscle
atrophy [47]. Moreover, its higher levels in patients with FM were
confirmed by conventional analytical methods. Plasma haptoglobin
concentrations are known to be positively related to vegetative symp-
toms of depression, such as psychomotor retardation, energy, fatigue,
hyperalgesia, and loss of interest or insomnia [48]. In a recent study,
haptoglobin was also increased in plasma from women with chronic
widespread pain [49] suggesting the existence of a low-grade systemic

Fig. 3. KEGG representation of coagulation and complement cascades. Red coloured proteins are those with higher levels in patients with FM. (For interpretation of
the references to colour in this figure legend, the reader is referred to the web version of this article.)
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inflammation that contributes to central nervous system alterations. In
fact, these authors describe a proteomic pattern similar to the one in
our study that also involves the complement system, coagulation and
inflammatory processes. Therefore, in line with them, our results also
point to the importance of inflammation in the pathogenesis of FM.

5. Conclusions

As a whole, our study supports the existence of a common protein
signature in the plasma of patients with FM that could explain some of
the symptoms associated to this syndrome. Since all the different bio-
logical pathways involved this protein profile are related to in-
flammation, we point to this event as crucial in the pathogenesis of FM.

The interplay of the complement and coagulation cascades probably
contributes to the inflammatory process, while the activation of LXR/
RXR and FXR/RXR could attempt to alleviate it. Moreover, we suggest
that further studies should be carried out to assess whether haptoglobin
and fibrinogen could be useful biomarkers in the diagnosis and man-
agement of this syndrome.

Supplementary data to this article can be found online at https://
doi.org/10.1016/j.jprot.2018.07.009.
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Table 3
Haptoglobin, fibrinogen and ESR levels in patients with FM and healthy con-
trols.

Variable FM group Control group p value

Haptoglobin (mg/dL) 154.86 ± 62.26 100.55 ± 22.41 0.021
Fibrinogen (g/L) 3.51 ± 0.77 2.77 ± 0.40 0.009
ESR (mm) 20.33 ± 9.17 7.86 ± 3.34 0.002

Values represent mean ± SD.
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Correlations between inflammatory clinical data and proteomics.

Clinical data Proteomic data

Haptoglobin (mg/dl) Fibrinogen (g/l) ESR (mm) HPT FIBB FIBG

Clinical data Haptoglobin (mg/dl) 1 0.648⁎⁎ 0.667⁎⁎ 0.755⁎⁎⁎ 0.506⁎ 0.548⁎⁎

Fibrinogen (g/l) 1 0.791⁎⁎⁎ 0.720⁎⁎⁎ 0.568⁎ 0.582⁎

ESR (mm) 1 0.729⁎⁎⁎ 0.484⁎ 0.504⁎

Proteomic data HPT 1 0.668⁎⁎⁎ 0.670⁎⁎⁎

FIBB 1 0.932⁎⁎⁎

FIBG 1

⁎ p < 0.05.
⁎⁎ p < 0.01.
⁎⁎⁎ p < 0.001.
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