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I. Introduction 

Neurodegenerative diseases are defined as those that result in slowly progressive neuronal loss due to 

various genetic and environmental factors, and become clinically manifest by cognitive, sensory or 

motor changes. In recent decades, due to the increased life expectancy and longevity, especially in 

developed countries, there is higher prevalence of various neurodegenerative diseases. The most 
frequents among these diseases with high social impact are Parkinson's disease (PD) and Essential 

Tremor (ET), that in some cases combine motor and cognitive disorders (Samuels et al., 2007), as well 

as Mild Cognitive Impairment (MCI) and Alzheimer's disease (AD), in which predominate cognitive 

impairments (Valls-Pedret et al., 2010). The following paragraphs summarize the most relevant aspects 

of these neurodegenerative diseases and its relation with the techniques used in this thesis dissertation.  

1. Parkinson's disease 

PD belongs to a group of conditions called motor system disorders, which results from the damage of 

dopaminergic neurons in the substantia nigra pars compacta (Braak et al., 2003). PD is difficult to 

diagnose accurately as early symptoms occur gradually and differ among patients that experience 

motor problems after 50% of dopaminergic cell death (Stoessl, 2011).  Motor abnormalities lead to the 

diagnostic criteria that include bradykinesia, rigidity, resting tremor or postural instability. Also, these 

motor dysfunctions reflect a loss of dopaminergic neurons within the nigrostriatal system that might be 
traceable to extranigral impairment of the motor system (Braak et al., 2000, 2003; Albin et al., 1989; 

Braak and Braak, 2000). 

In addition to the hallmark symptoms of PD (Blumin et al., 2004; Sewall y et al., 2006), a significant and 

progressive deficit in the phonatory system is often experienced by PD patients (Sewall et al., 2006). 

Phonetics involves speech motor activities, transmission through air and speech perception (Saxena et 

al., 2014).  The speech and voice deterioration can be explained by a sensory processing deficit related 
to speech (Ho et al., 1999; Ramig et al., 2007). Patients are often described as having a high-pitched, 

monotone, and monoloud voice with a restricted range pitch when compared with normal subjects 

(Canter, 1963; Griffiths et al., 1989). Vocal impairment may be amongst the earliest PD symptoms, 

detectable up to five years prior clinical diagnosis (Harel et al., 2004; Tsanas et al., 2012). The loss of 

dopaminergic input to the striatum and subsequent deregulation of the basal ganglia produce motor 

deficits that adversely affect all the subsystems related to speech motor control. Any alteration in one of 

these systems affects the voice and the proper coordination of speech (Martínez-Sánchez, 2010). 

Neuroimaging studies have demonstrated the involvement of the striatum in speech initiation and 

production (Price, 2009).  
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It has been suggested that speech motor deficits in speakers with PD could contribute to hypokinetic 

dysarthria (Ramig et al., 2011; Walsh and Smith, 2012) that is an integral part of the motor changes in 

PD patients. Disturbances of prosody, articulation and mobility, correlate with the disease’s severity and 

these disturbances are secondary to the degree of the patient's rigidity and hypokinesia. The decrease 

in expiratory volume with a consequent alteration of the velopalatal resonance and a decrease in vocal 

intensity cause the disturbances in the prosody. Abnormalities described in patients with PD, as 

disruptions in prosody, differences in the rate of speech, voice inflection, hesitations, pauses, monoloud 

voice and a decrease in the intensity variations of the voice, have been observed during the reading 
task (Rusz et al., 2011). 

2. Essential Tremor 

ET is characterized by the presence of postural and kinetic tremor in the upper limbs and head, which 
usually does not exist at rest (Cohen et al., 2003). It is a slowly progressive process that eventually 

produces motor and functional disabilities. It seems possible to identify different subtypes of ET 

according to the progression rate of the disease’s coexistence with PD, and the degree of cognitive 

impairment. It is the most common movement disorder in clinical practice, especially after the age 40. 

Almost half of patients have a family history with autosomal dominant inheritance. Linkage studies 

identify alteration in dopamine receptors to alterations in ET (García-Martín et al., 2009). Currently, 

about 5% of Spanish elderly suffer from this disease (Benito-León et al., 2003; Labiano-Fontcubertaa et 

al., 2012), and its incidence increases with age (Benito-León et al., 2005; Labiano-Fontcubertaa et al., 

2012). 

ET has been considered as a disease characterized by monosymptomatic kinetic tremor in the upper 

limbs, however, in recent years, we have seen that its clinical spectrum is wider (Labiano-Fontcubertaa 

et al., 2012). That its clinical spectrum is wider, including symptoms usually identified as motor 

symptoms like gait disturbance, intention tremor and rest tremor, and non-motor symptoms like 

olfactory, cognitive and personality disorders (Benito-Leon and Louis, 2006; Labiano-Fontcubertaa et 

al., 2012). Cognitive changes are initiated with impaired executive function and memory. When the ET 
starts in the elderly, there is an increased risk of developing dementia (Bermejo-Pareja et al., 2007). 

Pathological location in most cases of ET sits in the cerebellum, while a third of the brains of patients 

suffering from this pathology showed neurodegenerative changes, including neuronal death (Axelrad et 

al., 2008; Louis et al., 2007; Louis, 2010), and abundant Lewys bodies (LB), especially in the Locus 

Coeruleus (LC) (Louis et al., 2005, 2007; Shill et al., 2008). 

It has been postulated that PD and ET are close in their evolution. The tremor may precede the onset of 
other extrapyramidal symptoms, having come to regard the ET as a risk factor in the development of 
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PD. Considering these two entities as part of a neurodegenerative continuum is not new (Critchley and 

Greenfield, 1948), and have a common anatomical basis the LC (Frisina et al., 2009). The LC is the 

principal site for production of noradrenaline (Swanson and Hartman, 1975), as well as monitoring and 

alarm functions, presenting statements for the most active (Aston-Jones and Bloom, 1981). 

3. Mild Cognitive Impairment 

 MCI is considered a transitional state between the cognitive impairment and the physiological aging 

and dementia (Petersen et al., 2001; Morris et al., 2001). MCI is clinically manifested as impaired 

memory maintaining cognitive and functional abilities (Petersen et al., 2001; Morris et al., 2001). 

Recently, the diagnostic criteria for MCI, dementia and AD have been updated by the National Institute 

of Aging and the Alzheimer's Association (Albert et al., 2011; McKhann et al., 2011). According to them, 

the MCI is characterized by deficits in higher cognitive functions, maintaining independence and 
accompanied by concern of the family or the patient himself. These deficits must occur in the absence 

of other disorders that cause similar signs and symptoms. The main difference concerns between MCI 

and dementia is the presence of impairment in activities of daily living (Albert et al., 2011; Mora-Simon 

et al., 2012). 

Because some patients with MCI progress to AD, it is a medical priority to have sensitive techniques 

that allow us to identify the disorders, for further pharmacological interventions that can slow or stop the 
progression of the disease (Sherwin, 2000; Morris et al., 2001). 

4. Alzheimer’s Disease 

AD is characterized, in its typical form, by progressive memory loss and other mental abilities, 
accompanied by disturbances in behavior such as aggression, depression and errant behavior (Costa 

et al., 1996; Francis et al., 1999; Williams et al., 2003). 

The AD shows a decrease in weight and volume of the brain, with enlarged sulci and gyri. Also, the 

cerebral cortex is thinned and slightly enlarged ventricles (cerebral atrophy). The pathological hallmarks 

of AD are: loss of neurons in the cerebral cortex, senile or neuritic plaques and neurofibrillary tangles. 

The most vulnerable anatomical regions to suffer these neuropathological changes are: hippocampus, 
parahippocampal gyrus, basal nucleus of Meynert, SN, LC, periaqueductal substance and raphe nuclei 

(Braak and Braak, 1991). Furthermore, an overall loss of synaptic connections, particularly those of the 

cholinergic system, occurs in AD. These alterations have been extensively studied in animal models 

that have shown degeneration of cholinergic, noradrenergic, serotonergic, GABAergic and 

glutamatergic neurons in different brain areas involved in memory such as the hippocampus, the 

association cortex and the limbic system (Manzano et al., 2009). 
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In AD patients, alterations in lexical semantic and pragmatic domains of language (Hodges et al., 1992) 

are frequently observed, while the articulatory, phonological and syntactic aspects of language 

production remain well preserved until later stages of the disease (Caramelli et al., 1998). The most 

prominent characteristics of the voice in AD patients in early stages are related to prosody as well as 

acoustic and temporary measures, including alterations in rate (reduced or fluctuating language 

production rate, frequent pauses to find words), volume, phonological errors, and articulatory apraxia 

(Taler et al., 2008). In short, if speech impediments in people with AD differ qualitatively from the voice 

changes caused by normal aging or other conditions, such impairments may be isolated for early 
diagnosis of AD (Venneri et al., 2005). 

The different mechanisms of action by which neuropathological features of AD arise may be the likely 

reason for the lack of effective treatment that could prevent the onset and progression of the disease. 

That's why we have to find biomarkers that reflect neurophysiological changes in pre-symptomatic 

stages, to find treatments that target these physiological mechanisms involved in disease. 

5. DNA analysis 

In humans, the most common form of genetic variation is the single base change in the sequence of a 

gene. This condition is known as single nucleotide polymorphism (SNP) (Cargill et al., 1999; Tindall et 

al., 2007; Schleinitz et al., 2011). One of these variations should affect at least 1% of the population to 
be considered a SNP. According to the International HapMap Consortium (catalog of common genetic 

variations that are present in the human species) (2003), SNPs occur with a frequency of 1% and can 

occur in either of the two copies of the genome. Although most of these SNPs have no effect on the 

genome, they can affect some function of genes/proteins and therefore lead to phenotypic differences 

between the carriers of different alleles. SNPs can be related with other diseases responsible for or 

associated with a higher risk for any health disorder, which can act as markers to locate the sequences 

responsible genes. For these reasons, SNPs are potentially valuable both to help biomedical research, 

and for the development of pharmaceutical products or medical diagnoses. 

The etiology of many neurodegenerative diseases is not well defined, so many researchers advocate a 

multifactorial origin, a combination of genetic predisposition and environmental factors (Jenner et al., 

1992). There is a wide range of described polymorphisms associated with PD (Ben-David and Tu, 

2014), AD (Chouraki et al., 2014), and ET (García-Martín et al., 2009), but we will restrict ourselves to 

those who have been associated to changes in sensorimotor filtering. 

Genetic mutations associated with deficits in sensorimotor gaiting in patients with schizophrenia and 

AD, among other pathologies has been reported (Zhang et al., 2011). Some of these mutations are 
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related to the gene encoding neuregulin-1 (NRG-1) (Hong et al., 2007), dopamine receptors (Wong et 

al., 2000) and the gene encoding the catechol-O-methyltransferase (COMT), among others 

(Giakoumaki et al., 2008). 

Neuregulin-1 is one of four neuregulin family proteins identified in vertebrates (Diez et al., 2014), which 

target the EGFR family (Epidermal growth factor receptor) receptors. It is essential for normal 
development of the nervous and cardiovascular system and is encoded by the NRG-1 gene. 

Normofunctionality of this gene is one of the factors in schizophrenia diagnoses (Stefansson et al., 

2002; Diez et al., 2014.). Studies by Hong et al., 2007 considered this polymorphism as an important 

marker in sensory processing. 

Dopamine is a major central nervous system neurotransmitter, an endogenous catecholamine that 

influences various cell activities (Cavallotti et al., 2004). The dopaminergic system is involved in motor 
control, endocrine function, reward system and cognition (Tome et al., 2004). Dopamine receptors are 

widely expressed in neurons and in certain populations of non-neuronal cells (Tome et al., 2004). There 

are five subtypes of dopamine receptors, and among these, the Drd2 receptors (McGuire et al., 2011; 

Dai et al., 2014) and Drd3 (Lee et al., 2009; Kiyohara et al., 2011; Dai and al., 2014), are the most 

studied, because alterations in genes that encode them are associated with neurodegenerative 

diseases. 

The COMT gene, located on chromosome 22, encodes catechol-O-methyltransferase (COMT) enzyme 

linked to dopamine degradation, particularly in the prefrontal cortex of mammals (Gennatas et al., 

2012), and its activity is associated with levels of cognition, behavior (Swerdlow et al., 2013), and 

mechanisms of learning and memory (Gennatas et al., 2012). 

Polymorphism rs4680 in which G is exchanged for A at position 158 of the coding region of the COMT 

polymorphism or Val158Met, causes an amino acid substitution in the protein, producing a decrease in 
the enzyme activity (Martínez et al., 2009), which can induce the formation of radicals that contribute to 

cytosolic neurodegeneration (Torkaman-Boutorabi et al., 2012). Also, it has been reported that this 

change in the enzyme causes an increase in the concentration of dopamine in the prefrontal cortex 

(Vallelunga et al., 2012), linking this with the decline in cognitive function in patients with MCI and AD 

(Harrison et al., 2008; Talledo et al., 2009; Quednow et al., 2009). 

6. Startle Reflex 

Sensorimotor filtering is also affected by anatomical and physiological changes observed in many 

neurodegenerative diseases. Studies that evidence the involvement of the sensorimotor system in the 

pathophysiology of certain movement disorders, this makes it essential to consider the potential 
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contribution of changes in sensorimotor integration in motor execution (Abbruzzese and Berardelli, 

2003). Disturbances in motor control can be measured through the analysis of muscle 

electromiographic activity (Valls-Sole and Valldeoriola, 2002). The acoustic startle reflex (ASR) is a 

rapid muscle contraction evoked by a sudden and intense acoustic stimulus. It is a simple test that 

serves as a tool for assessment of behavioral plasticity mechanisms of sensorimotor response (Koch, 

1999).  ASR reflects a protective behavior against the injury and the magnitude of this reflex can be 

modulated by external and internal conditions (Walker and Davis, 1997). Prepulse inhibition (PPI) is the 

reduction of the magnitude of ASR when the startle-eliciting stimulus (pulse) is preceded 30-500 ms by 
a weak non-startling stimulus (prepulse) (Hoffman and Ison, 1980). PPI is an operational measure of 

sensorimotor gating and reflects a protector mechanism where the information carried by the prepulse 

is analyzed early avoiding the interference of other stimuli, which limits the ingress of trivial stimuli to 

cognitive centers or motor output pathways (Swerdlow et al., 2001). When the prepulse-to-pulse 

intervals are longer than 500 ms, the phenomenon is known as prepulse facilitation (PPF) (Graham and 

Murray, 1977), and reflects sensory enhancement and selective attention (Anthony and Graham, 1985). 

II. Hypothesis and Objectives 

II.a. Hypothesis 

The neurophysiologic tests (ASR, PPI and PPF) provide quantifiable data, are affordable and safe for 

patients without any adverse effects. These tests are commonly used for the evaluation of the 
alterations in brainstem circuits and their neurotransmitters. Based on the anatomical connections 

between structures belonging to sensory filtering circuit, substantia nigra (SN) and basal ganglia, we 

hypothesized that the dysfunction between these circuits affect the sensorimotor gating in 

neurodegenerative disease. Thus,  it is possible to assess the alteration in this sensorimotor filtering 

using the ASR and its modulation through the PPI and PPF. 

The use of potential biomarkers such as ASR and PPI, or polymorphisms associated could contribute to 
early detection and improved classification of diseases with similar clinical manifestations. 

The modifications of the acoustic and perceptual parameters of voice and speech also could be used as 

a complement to assess initial symptoms in different neurodegenerative diseases. 

Thus, this dissertation is motivated by the following research question: Could the neurophysiologic tests 

(ASR, PPI and PPF), single nucleotide polymorphism and speech analysis be used as diagnostic tools 

in neurodegenerative diseases? 

II.b. Objectives  

The main objective is to demonstrate the existence of an alteration of the ASR/PPI in the early stages of 
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certain neurodegenerative diseases and validate this test as an auxiliary tool for early diagnosis. 

1- Determine if the ASR/PPI is altered in patients with MCI, AD, PD and ET compared to a control 
group. 

2- Determine the degree of cognitive impairment in patients with neurodegenerative diseases. 

3- Analyze the changes of speech in PD patients with AD. 

4- Determine the prevalence of different genetic polymorphisms in neurodegenerative diseases. 

5- Establish correlations between markers studied. 

III. Materials and Methods  

1. Subjects:  

Patients diagnosed with Parkinson's Disease, Essential Tremor, Alzheimer’s Disease, Mild Cognitive 

Impairment and healthy Controls.  

1a. Parkinson’s Disease patients 

PD patients were clinically diagnosed according to the criteria of the Brain Bank of London (Hughes et 

al., 1992). They were outpatients from the Neurology Service of the University Hospital of Salamanca, 

who were seen by at least two senior neurologists experienced in movement disorders. PD patients 

include 52 patients (mean age, 68.44 ± 9.89), who were clinically evaluated using Unified Parkinson’s 

Disease Rating Scale (Goetz et al., 2008) and Hoehn and Yahr scale (Hoehn and Yahr, 1967). The 

study was conducted at the time of their medication’s minimal effect. 

1b.Essential Tremor patients 

ET patients were clinically diagnosed according to the criteria of the Consensus statement of the 

Movement Disorder Society on Tremor (Movement Disorders, Deuschl et al., 1998). ET patients include 

34 patients (mean age, 63.46 ± 12.56), who were clinically evaluated using TETRAS. Patients included 

in this group showed a visible and persistent postural tremor in the upper extremities, for more than 5 
years. The study was conducted at the time of their medication’s minimal effect. 

1c.Mild Cognitive Impairment patients 

Thirty-three Patients diagnosed with MCI were part of the study (mean age 72,21± 8.39). Patients were 
diagnosed according to the criteria established by Petersen et al., 2001 and Grundman et al., 2004 and 

the Spanish Society of Neurology (GENCD-SEN, 2003).  

1d.Alzheimer’s Disease patients 
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Twenty-one patients with a mean age of 72.64 ± 7.51, diagnosed with AD according to the criteria 

developed by the NINCDS-ADRDA (McKhann et al., 1984, 2011) and the criteria for SEN took part in 

the study. Only patients in stage 1 with a Minimental State Examination (MMSE) (Folstein et al., 1975) 

between 20 and 24 points and maintained their autonomy in activities of daily living. The control group 

was formed by 37 healthy controls, recruited from the general community in recreational centers for 

elderly people (mean age, 73.74 ± 13.84). 

1e.Control subjects 

Exclusion criteria included: neurological disorders other than the selected neurological disease, head 

injury, hearing disorders with significant reduction of the auditory threshold, diagnosis of psychiatric 

disorder other than depression, frequent use of illicit substances or alcohol consumption. All patients 

received written inform consent according to the ethical standards laid down in the 1964 Declaration of 
Helsinki before the test.  

2. Cognitive assessment 

We acquired cognitive assessment using the direct scores from the following subscales of MMSE 
(Folstein et al., 1975), verbal fluency Isaac Test categories (Isaacs and Akhtar, 1972), Geriatric 
depression Scale (GDS) (Yesavage et al., 1983) and Daily living Activities (Pfeffer, 1982). For the 

assessment of attention, working and spatial memory we used the Spanish version of the Wechsler III 
scale.  

3. Voice Analysis   

The speech task consisted of asking subjects to read on a screen (48-point font size and multiple lines 

to facilitate reading), the first paragraph of the novel “Don Quixote” by Miguel de Cervantes (405 

syllables): “In a village of La Mancha, the name of which I have no desire to call to mind, there lived not 

long since one of those gentlemen that keep a lance in the lance-rack…” (English translation of Don 

Quixote by John Ormsby, 1885). This paragraph is well known by all Spanish speakers, like the famous 

passage "to be or not to be" of Shakespeare used in English equivalent tests. The recordings were 

made in a room quietly placing the microphone to 8 cm and an angle of 45 ° from the mouth to prevent 
aerodynamic noise. The recordings were obtained with a portable professional voice recorder (Sony 

PCM-M10), and the analyses were done according to the methodology described in previous studies 

(Meilán et al., 2014). Analysis focused on common acoustic measures of speech, including temporal 

aspects of the speech sample, pitch or fundamental frequency (F0), volume (intensity), and voice 

quality. To characterize the fluctuations in the amplitude of sound, we computed the intensity in dB of 

voice and unvoiced signals, and measured phonatory stability shimmer period perturbation stability 
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(shot term, cycle to cycle, perturbation in the amplitude of the voice): local shimmer (shimmer loc) and 

shimmer amplitude perturbation quotient 3 (shimmer apq3). Prosodic patterns were quantified by 

automatic prosodic transcription of a recording, using the algorithms implemented by Mertens (Mertens, 

2004) on the Praat program (Boersma and Weenink, 2013). To characterize the temporal aspects of the 

speech sample, we computed the duration of the voice sample used (total duration of the paragraph 

from Don Quixote, the phonation time, and the reading and articulation speed), the interruption of sound 

(proportion and number of pauses of voice, percentage of the recording without voice, and number and 

percentage of voice breaks), and the periods of voice (number of pulses analyzed as voice, and mean 
number of periods of voice). To characterize the F0, we analyzed the mean F0, maximum and minimum 

values of F0, high and low global pitch and autocorrelation measures. Detection range of 65-650 Hz for 

F0, on windows of 0.005 s duration; for automatic segmentation threshold intensity was used in the 

styling of the algorithm that determines the presence of a vowel (Glissando = 0.32/T2 semitones / s., 

DG = 30, dmin = 0.05). While the standard psychoacoustic threshold for isolated voice is G = 0.16/T2, 

during natural speech voice flow is rarely linear, so that the value assigned is the better-modeled 

prosodic voice variables. Finally, we computed measures of the speaker’s voice quality, and one 

spectral noise measure, the noise-to harmonics ratio (NHR).   

4. DNA Analysis 

Genomic DNA was extracted from saliva of patients and control subjects by Saliva Gene kit Intervect. 

Genotyping of the Neuroreguline-1, catechol-O methyltransferase and dopamine receptors D2 and D3 

polymorphisms (Table 1), was performed using TaqMan 5′-exonuclease allelic discrimination assays 
(Applied Biosystems) that contain sequence-specific forward and reverse primers to amplify the 

polymorphic sequences and two probes labeled with VIC and FAM dyes to detect both alleles of each 
polymorphism (Schleinitz et al., 2011) (Figure 1). PCR reactions were carried out using TaqMan 

universal PCR Master Mix (Applied Biosystems) following manufacturer's instructions in a Step-One 

Plus Real-time PCR system (Applied Biosystems). To assess reproducibility, a randomly selected 5% of 

the samples were re-genotyped, and all of these genotypes matched with genotypes initially 

designated.  
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Gene Abreviation Polymorphism Probe used Brand 

Catechol-O-
methyltransferase COMT rs4680 C_25746809_50 Applied 

Biosystems 

Dopamine D2 receptor Drd2 rs6277 C_11339240_10 Applied 
Biosystems 

Dopamine D2 receptor Drd2 rs1800497 C_7486676_10 Applied 
Biosystems 

Dopamine D3 receptor Drd3 rs6280 C_949770_10 Applied 
Biosystems 

Neuregulin-1 NRG-1 rs3924999 C_359159_10 Applied 
Biosystems 

Neuregulin-1 NRG-1 rs6994992 C_22019_10 Applied 
Biosystems 

 

 

5. Startle reflex and Prepulse Inhibition Measurement  

Subjects remained comfortably seated in a chair with armrests, during the 15 minutes that lasted the 

test. The binaural auditory stimulation is provided through headphones (Sony MDR-V6) connected to 

the reflection measurement device (SRH-LAB trending system), and electromyographic registration of 

the right orbicularis oculi (Figure 2) was done using two small silver electrodes filled with conductive 

paste placed beneath the right eye and the ground electrode placed in the right mastoid. The test starts 
after acclimation period of 4 minutes with background noise (70 dB white noise), which is maintained 

during the entire test. ASR trigger pulses are bursts of 40 ms of white noise with an intensity of 115 dB. 

The prepulse, a non-startling stimulus, have duration of 20 ms and intensity of 85 dB white noise. 

Intertrial intervals (ITIs) were assigned with durations of 9 to 23 ms to avoid habituation. The session 

had four blocks of pulse and prepulse with interstimulus intervals (ISIs) of 60, 120, and 1000 ms. The 

initial and final blocks were composed of single pulses (5 in each block). The second and third block, 

each one contained 6 pulses alone and 9 prepulse-pulse with ISI of 60 ms, 9 prepulse-pulse with ISI of 

120 ms and 9 prepulse-pulse with ISI of 1000 ms.  

The onset measurement was in ms, using the beginning of the maximum amplitude response (in 

microvolts) that occurs within 18-120 ms after acoustic stimulus (Figure 3). PPI is calculated using the 

mathematic formula PPI= (amplitude ASR without prepulse- Amplitude ASR after prepulse/amplitude 

ASR without prepulse x 100).  

6. Statistical Analysis 

All statistical analyses were performed using SPSS (version 15.0 for Windows; SPSS Inc., Chicago, 

Table 1. Summary of polymorphisms of the genes studied. 
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Illinois, USA). The description of the data was performed using the mean ± standard error of the mean 

(SEM) for both continuous variables as absolute and relative frequencies for categorical variables. 

The results were compared between groups using ANOVA and MANOVAs module (contrasts between 

and within subjects) and in appropriate cases, post-hoc multiple comparisons (Pearson correlations and 

corresponding regression model and Spearman) were performed and Student t test or Mann Whitney 
test to compare differences in quantitative and qualitative variables between groups. 

In longitudinal studies, the results were compared between groups using ANOVA test mixed split-plot, 

with Shceffe comparisons (inter-subject analysis) and Bonferroni (intra-subject analysis) pairs. The level 

of statistical significance was p < 0.05 accepted. 

The voice analysis were performed with version 15.0 for Windows statistical package; SPSS Inc., 

Chicago, Illinois, USA. Initially, compliance with the assumption of normality of the distribution of scores 

on the variable speed of elocution was evaluated; the results show that this variable is normally 

distributed through the goodness of fit test Kolmogorov-Smirnov (z = .046; p = .20). Test for comparison 

of means of independent samples Student t was used to compare both groups and thereby define the 

differential profile in the prosodic aspects between the two experimental groups. 

The analyses of polymorphisms were performed using the chi-square or Fisher's exact when 

appropriate. Multiple comparison tests were performed using logistic regression tests and Bonferroni 

test. To determine whether the presence of a variable is a risk factor for a particular, the percentage of 

appearance was calculated using odds ratios (OR) of each genotype. To estimate the accuracy of the 

OR a 95% confidence interval (IC) is used. 

V. Results: 

1. Cognitive Assessment 

We conducted a cognitive evaluation of patients using various test measuring patient 
independence (Functional Scale Pfeffer), cognitive impairment (MMSE), depression (GDS), 
semantic verbal fluency (tests of Isaac), and assessment of attention and auditory and spatial 
memory (Wechsler test III) work. 

1.a. Functional Assessment 

In Pfeffer functional scale, measuring the functional activities of the subjects in reverse, with 0 
being autonomous and 33 the most dependent people we found that there was a significant 
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difference between controls and AD patients (p=0.001). We also found significant differences 
between AD patients and MCI patients (p=0.006) among patients with AD and PD (p=0.00) and 
between patients ET and AD patients (p=0.000). Table 2 shows the scores obtained by 
patients in detail. 

1.b. Cognitive Impairment 

As shown in Table 2, AD patients showed a further deterioration in cognitive function, obtaining 
a low score on the MMSE, with a significant difference from controls (p=0.000). In the between-
subjects analysis, patients with AD were significantly different from other groups (p=0.015), 
patients with MCI (p=0.000) PD (p=0.000) and the ET. 

Also, patients with MCI had higher significantly cognitive decline than patients with ET 
(p=0.019). 

1.c. Geriatric Depression Scale 

We analyzed the degree of depression in patients using the GDS. A score of 0 to 10 should be 
considered as normal; 11 or more, as a possible indicator of depression; 11-14 points 
(moderately depressed) and 15-39 points (severely depressed). The results do not indicate 
differences between the groups (Table 2). 

1.d. Verbal Fluency 

Verbal fluency, as measured by the Test of Isaac, only displayed significant alterations in AD 
patients compared to controls (p=0.000), and with other groups of patients with 
neurodegenerative diseases (p=0,00) (Table 2). Also, patients with MCI showed significant 
differences with patients with ET (p=0.013) in this parameter.  

In the case of the Letter P item, MCI patients differed from controls (p=0.010). Upon intra-
group analysis, we found that AD patients have a lower number of responses compared to 
patients with ET, with a significant difference (p=0.031). MCI patients also differed significantly 
compared to patients with ET (p=0.00) and patients with PD (p=0.005). 

1.e. Wechsler test 

This test is a general tool for assessing memory in different coding processes, retention and 
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retrieval. We found in the analysis of variance, logically, AD patients showed lower scores on 
all tests used to respective controls and other patients (Table 2). This occurred both in 
measurements of memory as text recognition I and II (p = 0.01), Numbers and Letters 
(p=0.001); Verbal pairs (p=0.05) and recognition of Verbal pairs (p=0.001). The analysis of 
pairwise comparisons showed a significant worse performance in the subscale texts I recall, in 
AD patients compared to patients with PD and ET (p=0.01 respectively). Also, we found 
significant differences between the group of patients with MCI compared to patients with ET 
(p=0.001) and between the ET and PD group (p=0.01). Finally, the slope of auditory learning 
variable, the difference between recovery in the first and second time that the story is heard, 
we found differences between the AD group versus PD group (p=0.05) and ET (p=0.001). MCI 
patients also differed in this variable from the AD patients (p=0.05). In memory of texts II, ET 
patients scored higher than patients with AD (p=0.001), MCI (p=0.001) and PD (p=0.001). AD 
patients had significantly lower than patients with PD (p=0.01) scores. A similar result was 
obtained with the test for recognition of ideas in the texts. ET patients scored significantly 
higher than AD patients (p=0.001) MCI (p=0.001) and PD (p=0.05). The score for AD patients 
was significantly lower than that obtained by PD patients (p=0.05). We conclude that the 
encoding and retention of auditory information is severely impaired in AD patients compared to 
patients with PD and ET, and that this process also shows a severe impairment in PD patients 
versus patients with ET. 

As for the subscale Letters and Numbers, AD patients obtained lower scores than patients with 
PD (p=0.01) and patients with ET (p=0.01). MCI patients also had lower scores than patients 
with ET (p=0.05). Thus, we can conclude that patients with AD and MCI showed significant 
deficits in executive processes of short-term memory compared to PD patients and ET. 

As for Verbal pairs subscale, patients with ET obtained the highest score, significant 
differences compared to AD patients (p=0.01), with MCI (p=0.01) and patients with PD 
(p=0.05). MCI patients had lower scores than patients with PD (p=0.006). As for the learning 

slope difference between the first and the fourth test, patients with ET scored higher compared 
to patients with AD (p=0.001), MCI (p=0.01), and PD (p=0.05). The learning slope results 
appear to show clear deterioration in patients with AD, MCI and PD regarding the ability to 
encode and retrieve associations, in addition to retaining through repetition. In the recognition 
test of Verbal pairs, again ET patients scored higher compared to patients with AD (p=0.001), 
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MCI (p=0.001) and PD (p=0.05). Therefore, it is not so much a problem of recovery, but 
deterioration in encoding processes of new associations. The same results were obtained in 
the analysis of the percentage of retention of Verbal pairs. ET patients scored significantly 
higher compared to patients with AD (p=0.001), MCI (p=0.001) and PD (p=0.05). AD patients 
were lower than the other groups (p=0.001) scores. Thus, the deficit is confirmed in the 
processes of encoding and retention of patients with AD, MCI and PD versus patients with ET. 

 Control 

(n=35) 

AD 

(n=22) 

MCI 

(N=34) 

PD 

(N=52) 

ET 

(N=34) 

a F b  p 

Daily Living Activities 1,4±1,4 

 

 

7,92±0,8 

 

9,3±1,2 

 

10,7±1,0* 

 

7,5±0,9 7,4 

 

0,000** 

 Geriatric Depression 
Scale 

6,6±1,5 3,5±0,7* 

 

9,0±1,9* 

 

3,1± 0,9 

 

0,9± 0,4 2,4 

 

0,05* 

 MMSE 27,2±0,9 

 

24,5±0,9 

 

20,7±1,0* 

 

26,5± 0,4 

 

27,6±0,5 

 

14,9 

 

0,00** 

 Isaac Test 

 

36,7±1,2 

 

34,8± 0,9 

 

27,3±1,7* 

 

37,1± 0,5 

 

38,9±0,4* 

 

18,6 

 

0,00** 

 
Isaac Test (P) 

 

8,5±0,6 

 

6,6± 0,5* 

 

7,1± 0,6 

 

8,1±0,3 

 

9,1±0,3 

 

4,4 

 

0,002** 

 

W
ec

hs
ler

 

Text 22,0±2,8 

 

13,6±2,2* 

 

8,3± 2,1* 

 

20,1±1,7 29,0±2,1 12,7 

 

0,00** 

 
Learning Slope 3,1±0,6 

 

2,1± 0,5 

 

0,8± 0,5* 

 

2,9±0,4 

 

4,2±0,5 

 

5,7 

 

0,00** 

 
Text recall 12,2±2,2 

 

5,9± 1,6* 

 

1,6± 1,5* 

 

10,5±1,4 

 

17,8±1,8 

 

12,1 

 

0,00** 

Text 
Recognition 

19,4±1,0 

 

18,1± 0,8 

 

16,1± 0,8* 

 

19,8± 0,7 

 

22,6±0,7* 

 

8,8 

 

0,00** 

Text 
Recognition 
Percentage 

65,7±8,2 36,2±7,6* 10,7±7,5* 

 

60,6±5,5 

 

73,4±5,5 

 

14,7 

 

0,00** 

Letters Number 
sequencing 

4,6± 0,7 

 

3,0± 0,5 

 

1,57±0,6* 

 

4,1±0,4 

 

5,1± 0,5 

 

6,8 

 

0,00** 

Verbal Pairs 9,2±1,5 

 

3,1±1,2* 

 

4,0±1,3* 

 

8,3±1,0 

 

12,5±1,2 

 

12,0 

 

0,00** 

Learning Slope 1,2±0,4 

 

1,0±0,3 

 

1,5±0,4 

 

2,2±0,3 

 

3,5±0,3* 

 

9,2 

 

0,00** 

Verbal Pairs 
Recall 

2,5±0,5 

 

1,1± 0,4* 

 

1,1±0,5 

 

2,6±0,3 

 

4,1±0,4* 

 

9,2 

 

0,00** 

Verbal Pairs 
Retention 

Percentage 

66,3±10,9 

 

31,2±8,6* 33,9±11,5 

 

55,2±6,7 

 

84,6±6,3 

 

7,7 

 

0,00** 

Verbal Pairs 
Recognition 

22,9±0,7 

 

21,5±0,7 

 

17,8± 0,9* 

 

22,8 ±0,4 

 

23,8±0,2* 

 

15,4 

 

0,00** 

 

 

 

2. Voice Analysis 

2.a. Parkinson’s Disease 

For the analysis of the different variables of the parameters of the voice in PD patients and 
controls, different statistical tests were performed to verify that there were no significant 
differences between groups in clinical and sociodemographic variables. No differences 
between the two groups in the variable "age" were observed (t 82 = 1.07), nor in the 
distribution of gender group (χ2=3.11). We also found no difference in cognitive abilities 

Table 2. Average scores on cognitive tests (± SEM) in patients and controls (n = number of subjects). a value of F lower limit to the level 
of significance. b p value of statistical significance, significant differences between groups (*) for p <0.05 was observed and (**) p <0.001). 
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measured by the MMSE (t 82= 1.33). Finally, we found there were no difference in verbal 
fluency in both groups, measured both by a semantic verbal fluency task (test Isaacs, t 82= 
0.71) and phonological ("p", t82 = 0.47). 

The existence of differences between groups in four variables related to verbal fluency was 
found. The results show that the PD group, shows lower rate of utterance (t 82 = 2.41; p = 
0.05) and articulation (t 82= 2.68; p=0.01) than the control group; similarly, the average 
duration of the syllable is higher in the group with PD (t82 = -2.81; p = 0.01). In relation to the 
number of breaks, group patients with PD performed breaks under 100 ms, with a significantly 
higher average duration (t 82 = -2.05; p = 0.05) than the control group, but no differences were 
found in those pauses longer than 300 ms duration. These results define a profile of PD 
patient, with a language slowed in the syllabic and prosodic articulation. By contrast, no 
differences were found in other variables such as the number of pauses (t 82 = -0.08), the 
phonation time (t 82 = 1.08), or the percentage of phonation (t 82 = -0, 85). In Table 3, we can 
observe the conversion results in scores for each of the prosodic variables used. Thus, the 
prosodic profile is highlighted in both experimental groups. 

 

 Control (SD) PD (SD) t p 

Task Duration 46,05(22,94) 43,77(15,96) 0,52 0,604 

Number of Breaks ≥300ms 16,91(13,42) 17,13(13,93) -0,08 0,936 

Average Length of the 
Pause (≥300ms) 0,61(0,18) 0,66(0,16) -1,28 0,201 

Number of Micropauses 
≥10ms 26,87(17,90) 23,82(13,36) 0,87 0,386 

Average Length of Micro 
pause (≥10ms) 0,46(0,16) 0,53(0,15) -2,15 0,033 

Phonation Time 34,02(12,40) 31,38(7,29) 1,19 0,237 

Proportion of Phonation 78,70(12,63) 75,22(10,81) 1,34 0,181 

Speed of Elocution 3,49(0,80) 3,10(0,68) 2,41 0,017 

Speed of Articulation 4,40(0,47) 4,09(0,53) 2,80 0,009 

Average Duration of the 
syllable 0,22(0,02) 0,24(0,03) -2,91 0,005 

 

 

The results of this study were published in the journal of Neurology.  

Martínez-Sánchez F, Meilán JJ, Carro J, Gómez Íñiguez C, Millian-Morell L, Pujante Valverde 
IM, López-Alburquerque T, López DE. (2015) Speech rate in Parkinson's disease: A controlled 

Table 3. Descriptive statistics and mean of the variables studied in patients with PD and Control. SD = standard deviation. 
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study. Neurología. pii: S0213-4853(14)00264-3. doi: 10.1016/j.nrl.2014.12.002.  

2b.Alzheimer’s Disease Speech analysis  

 

 

 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Linear discriminant analysis results made it possible to obtain a highly significant discriminant 
function (percentage of variance explained = 100%; eigenvalue = 1.095, canonical correlation 
= 0.723; Wilks’ lambda = 0.477, Chi-squared = 45.488, df = 5, p<0.001), containing five factors 
(see table 5). The discriminant function, in standardized coefficients, selected the following 
measures: Analysis of space full of sound as periods numbers of voice (SC= 0.874); analysis 
of breaks of voice as percentage of voice breaks (SC=0.787) and voice breaks numbers (SC= -
0.683); parameters of the fluctuation of amplitude of sound as Shimmer apq3 (SC= 1.381); and 
finally, noise to harmonic ratio (SC = -1.127). Table 2 shows the Wilks’ lambda and Fisher 
coefficients of structure matrix for each variable. The non-standardized centroids are to 
Alzheimer’s disease =1.129 and to Control group = -.941. 

Group Parameters Control 
Mean (SD) 

AD 
Mean (SD) 

Temporal 
aspects of the 
speech sample 

Total duration (seconds) 
Phonation Time (seconds) 
Reading Speed 
Articulation Speed 

44.39 (18.32) 
34.50 (13.16) 
3.66 (.71) 
4.39 (.45) 

82.19 (53.05) 
46.72 (19.86) 
2.55 (.63) 
4.05 (.43) 

Analysis of 
fundamental 
frequency (F0) 

Mean F0 (Hz) 
Minimum value F0 (Hz) 
Maximum value F0 (Hz) 
Autocorrelation  
High Pitch Global 
Low Pitch Global 

179.08 (29.06) 
68.16 (3.98) 
539.80 (127.75) 
.89 (.04) 
478.12 
 
76.82 

159.42 (25.12) 
67.66 (3.78) 
596.63 (68.76) 
.90 (.05) 
571.25 
82.50 

Space full of 
sound 

N Pulses 
N Periods 
N Mean Periods 

4207 (1835) 
4113 (1805) 
6.47 (1.10) 

6520 (2872) 
6379 (2830) 
5.76 (.88) 

Interruption of 
sound 

Percentage without voice 
N voice breaks 
Percentage of voice breaks 
Proportion of pauses of voice 
N pauses of voice 

35.40 87.46) 
84.08 (30.15) 
39.29 (6.87) 
28.67 (12.887) 
14.33 (9.3) 

47.83 (12.28) 
118.93 (68.27) 
51.27 (12.03) 
51.76 (13.55) 
34.5 (27.04) 

Parameters of 
the fluctuation 
in frequency 

Jitter (loc) (Hz) 
Jitter (loc, abs) (ms.) 
Jitter (rap) (Hz) 
Jitter (ppq5) (Hz) 

2.83 (.65) 
184.92 (57.24) 
1.2 (.41) 
1.51 (.48) 

2.80 (.95) 
165.22 (75.41) 
1.34 (.54) 
1.54 (.61) 

Fluctuations in 
the amplitude 
of sound 
(Intensity of 
Sound) 

Shimmer (loc) 
Shimmer (loc, db) 
Shimmer (apq3) 
Shimmer (apq5) 
Shimmer (apq11) 
Intensity of unvoiced dB 
Intensity of voiced dB 

10.40 (1.84) 
1.59 (.44) 
5.35 (2.17) 
7.84 (3.04) 
14.16 (4.52) 
56.78 (4.42) 
71.16 (4.10) 

11.67 (2.95) 
1.60 (.51) 
6.01 (2.74) 
7.92 (3.43) 
12.66 (4.58) 
53.27 (5.15) 
70.35 (2.74) 

Harmonic/ 
Noise Ratio 

Noise to Harmonic Ratio 
Harmonic to Noise ratio 

.17 (.65) 
12.38 (2.85) 

.15 (.07) 
12.72 (2.64) 

Table 4. Speech Parameters were measured and descriptive data. 
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Once the discriminant function was obtained, the participants in the sample were classified 
according to the scores obtained by each of them in the function. The results, show how the 
cases correctly classified by this procedure, total 56 of the 66 participants thus are providing 
84.8% sensitivity in correct classification. Only 6 participants in AD group and four in control 
group were classified incorrectly. In the cross validation, the cases correctly classified by this 
procedure total 55 of the 66 participants, thus are providing 83.3% sensitivity in correct 
classification. Seven participants in AD group and four in control group were classified 
incorrectly. The results speak for themselves regarding the accuracy in the diagnosis of AD 
with the measures used. 

Table 4 shows the speech parameters that were measured and descriptive data. The results of 
this study are published in the journal Dementia and Geriatric Cognitive Disorders  

Meilán JJ, Martínez-Sánchez F, Carro J, López DE, Millian-Morell L, Arana JM. Speech in 
Alzheimer's disease: can temporal and acoustic parameters discriminate dementia? Dement 
Geriatr Cogn Disord. 2014;37(5-6):327-34. doi: 10.1159/000356726. Epub 2014 Jan 30. 

3. DNA Analysis 

We analyzed SNPs in different genes, from DNA extracted from saliva samples from study 
subjects. An analysis of the frequency distribution, in which the different alleles of each gene 
polymorphisms studied, using the chi-square test to analyze their frequency of distribution in 
the (Table 6). 

 

 

 

 

 

 

Parameters Wilks’ lambda Structure Matrix: Function 

Percentage of voice breaks 
N Periods 
N voice breaks 
Shimmer (apq3) 
Noise to Harmonic Ratio 

25.717** 
17.940** 
14.886** 
13.162** 
13.142** 

.654 

.471 

.330 

.131 
-.138 

Table 5.	  The Wilks’ lambda and Fisher coefficients structure matrix for each introduced variable. 

Table 6. Values of chi-square analysis on the distribution of the different allelic genotypes in the study groups. N- Number of cases 
studied. The differences are significant at p <0.05. 

 NRG-1 
rs3924999 

NRG-1 
rs6994992 

COMT rs4680 Drd2 rs6277 Drd3 rs6280 
Drd2 

rs1800497 

N 112 132 113 124 132 122 

X2, gl 8 4,176,62 4,74 13,30 5,72 11,63 3,17 

p P=0,847578 p=0,784 p=0,043* p=0,706 p=0,168 p=0,923 

!
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3.a. Polymorphism rs3924999 

The genotype frequencies for rs3924999 polymorphism of NRG-1 are reflected in Figure 1. 
The three genotypes did not differ in relation to the groups studied. This shows that the most 
frequent genotype is homozygous G/G, normal genotype in this gene. The homozygous A/A, 
which would be having more partnerships with different pathologies, has a lower frequency in 
all study groups. 

3.b. Polymorphism rs6994992 

The polymorphism rs6994992 of the NRG-1 gene, the genotype distribution analyzed shows 
no difference between the different study groups. 

3.c. COMT gene polymorphisms 

In analyzing the distribution of the COMT gene polymorphism, we found that there are 
significant differences (p=0.043) in the frequency of the different genotypes in the study 
groups. The genotype A/A, which is associated with risk for different pathologies, has lower 
frequency of occurrence (Figure 1). The peer distribution analysis indicated that there are 
significant differences between patients with MCI and controls (p = 0.017), with an OR: 1.26. 

3.e. Dopamine receptor polymorphisms 

3.e.1a.Polymorphisms Drd2 rs6277 

Distribution analysis of the polymorphism of the gene encoding the dopamine Drd2 rs6277, 
homozygous T/T (normal) had a higher genotype distribution in the study groups representing 
the erroneous coding (C/C). No differences between the frequencies of the different allelic 
forms between the study groups were found. 

3.e.1b.Drd2 polymorphisms rs1800497 

The distribution of the different genotypes Drd2 polymorphism, rs1800497, to appreciate that 
the T/T genotype, which represent the coding error appears in very low percentages or zero 
(control group and ET patients) in some cases in our group of subjects. The genotype C/C is 
the most frequent, so we did not obtain significant differences in the frequency distribution 
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analysis. 

3.e.2. Drd3 polymorphism rs6280 

Analysis rs6280 polymorphism distribution (Figure 4) of the Drd3 gene, showed that the 
presence of the altered genotype T/T, appears in a greater percentage with PD in our group of 
subjects, with a statistically significant frequency in relation to controls (p=0.010), with the risk 
factor in this disease OR: 11.08 with 95% CI 1.96 to 62.5. No significant differences were found 
between the frequencies of the different allelic forms among the other study groups.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
4. Startle reflex and Prepulse Inhibition 
We studied the auditory startle reflex in controls (35), patients with AD (21), patients with MCI 
(33), patients with PD (52) and patients with TE (34). 

The amplitude of the ASR was greater in patients with MCI than in all other neurodegenerative 
diseases studied, although the difference is not statistically significant (Figure 2).  Regarding 
ASR latency, no significant differences between groups were found. In the analyses by group 
and gender, we found significant differences in the latency of the ASR in AD patients (p=0.04). 
Also, in this condition, the differences were greater in men than in women, but the differences 
did not reach statistical significance. 

 

 

Figure 1. Distribution of genotype frequencies of the polymorphism NRG-1 gene, COMT, Drd2, 
and Drd3 in neurodegenerative diseases. 
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4.1. Prepulse Inhibition 

We examined the PPI (within-subjects factors) using ANOVA with repeated measures. A 
significant main effect on PPI at 60 ms was found between MCI and PD patients (p = 0.017).  
There was a significant effect on the PPI in PD group relative to controls (p=0.05 F 1, 82 = 
8.52)  (Figure 3), when the prepulse-to-pulse was 120ms. Also, a significant effect was found 
at the interval of 120 ms between PD patients (p= 0.000), EA (p = 0.000) and ET (p = 0.000), 
and MCI. (Figure 3). 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

Figure 2. Startle reflex amplitude in neurodegenerative diseases. Significant differences (*) between groups (p <0.05) were observed. 
Error bars show ± SEM. 

Figure 3. Startle reflex modifications in neurodegenerative diseases prepulses before the trigger pulse reflection. 
Abbreviations: PPI 60, percent inhibition of ASR when the interval between prepulse-pulse is 60 ms 120 PPI, percent 
inhibition of ASR when the interval between prepulse-pulse is 120 ms. (*) Significant differences were observed between 
groups (p <0.05). 
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4.2 Prepulse Facilitation 

Analyzing the facilitation of the auditory startle reflex (PPF), (Figure 4), we found differences 
between controls and PD patients (p=0.045) and between patients with PD and MCI (p = 
0.001). 

 
 

 

 

 

 

 

 

5. Correlations between PPI / PPF and DNA polymorphisms 

We analyzed the different parameters of the PPI depending on the SNPs genotype of patients 
and controls. The different genotypes of polymorphisms of NRG-1 gene had different values in 
different parameters of the PPI. In Figure 8, it can be seen significant differences between PD 
patients, between the distribution of carriers and non-carriers of the mutated allele, and 
different intervals of PPI and PPF in the rs6994992 polymorphism. 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 4. Startle reflex modifications in neurodegenerative diseases prepulses before the trigger pulse reflection. Abbreviations: PPF 
percent facilitation of ASR when the interval between prepulse-pulse is 1000 ms. (*) Significant differences was observed between groups 
(p <0.05). 
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In the polymorphism rs39924999 significant differences between genotypic distribution and 
PPI120ms and PPF were among PD patients (Figure 5). In cluster analysis differences were 
found among carriers of the mutant allele and the PPI when we analyzed the NRG-1 
rs6994992 polymorphism in patients with MCI and AD, finding a higher percentage of inhibition 
in AD patients carrying the mutant allele (Figure 6). 

Figure 5. Values of the PPI and PPF grouped by genotype of rs6994992 and rs39924999 polymorphism of NRG-1 gene. Error bars 
represent  mean values ± SEM. 
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Regarding the Drd3 receptor polymorphism and different parameters of PPI, we found 
significant differences between patients with PD who possess the allele carrier and controls 
when we analyzed the PPI120 and PPF (Figure 6). 

 

Figure 6. Values of the PPI and PPF grouped by genotype of rs6994992 polymorphism of NRG-1 gene. Error bars represent mean 
values ± SEM. 

Figure 6. Values of the PPI and PPF grouped by genotype of rs6280 polymorphism of Drd3. Error bars represent mean values ± SEM. 
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VI. Discussion 

1. Acoustic startle reflex and its modulations 

We analyzed the variations in the ASR, PPI and PPF behavioural paradigms in patients with 

neurodegenerative diseases. Furthermore, we studied the differences between groups with different 

neurodegenerative diseases and compared with a control group and each other. Our results show no 

significant differences in the amplitude of ASR between patients and controls. Latency of the ASR 

appears to increase with age, showing this trend in all groups analyzed. We have not found differences 

between controls and patients in latency; we only found differences in latencies between AD patients 

between men and women.  

In the present study, it was found that patients with neurodegenerative diseases and control subjects 

had similar amplitudes in the ASR. PD patients show longer latencies in the ASR in comparison with 

other subjects. Our results are consistent with the literature (Kumari et al., 2004; Ellwanger et al., 2003; 

Ludewig et al., 2003; Kumari et al., 2008), which suggests that with age there is less startle reaction, a 

phenomenon affecting healthy subjects. The differences observed in the startle response between 

these diseases can be interpreted in the context of the degenerative neuronal loss, including structural 

changes that occur at different levels within the nervous system. 

In the present study, we found that PD patients and control subjects had ASR with similar amplitudes 

and longer onset latencies. Several authors (Vidailhet et al.,1992; Kofler  et al., 2001; Bowers et al., 

2006) described longer latencies in orbicularis oculi muscle in PD, which was prolonged in ON states 

and in sitting positions. Our results are consistent with the literature (Kumari et al., 2004; Ellwanger et 

al., 2003; Ludewig et al., 2003; Kumari et al., 2008) that suggests that, with age there is less startle 

reaction and PPI, which would affect healthy subjects. The PPI demonstrates the control that the basal 

ganglia exert over the brainstem reflexes. In PD, there is an enhancement of the blink reflex, indicating 
an increased filtering of sensory information. PPI circuits are controlled through the pedunculo-pontine 

tegmental nucleus, which regulates the excitability of the startle related structures of the reticular 

formation (Kumari et al., 2008). When compared to controls, PD patients showed higher prepulse 

inhibition at 60 ms and 120 ms, confirming our hypothesis that PD have disturbances in sensorimotor 

gating. Periol and coworkers (Perriol et al., 2005) reported a significant difference in PPI120ms when 

compared to healthy controls. In their study, they also compare patients with AD and Dementia with 

Lewys bodies, and their results suggest an involvement of the dopaminergic subcortico-thalamo-cortical 

networks in PPI regulation, and more severe disruption of these networks in Dementia with Lewys 

bodies than in PD (Perriol et al., 2005). Also, Valls-Solé and coworkers (Valls-Solé et al., 2004) 
indicated an increased prepulse inhibition in PD patients. Excessive sensory gating in PD may reflect 
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impaired integration of sensory inputs, resulting in impaired goal-related movements (Bischoff-Grethe et 

al., 2003). Bradykinesia in PD affects the ability to initiate and coordinate a series of motor tasks 

(Schindler and Kelly, 2002). This impaired ability to inhibit motor movements justified both slowing the 

onset of motor responses, as well as disruption of movements once they have been initiated (Obeso et 

al., 2011). The impairment of the sensorimotor regions (basal ganglia, cerebral cortex, and other 

associated regions) to receive accurate afferents input may account for errors in the initiation, timing 

and range of movement (Bischoff-Grethe et al., 2003). The fact that individuals with PD often show an 

abnormal increase in muscle tone and rigidity can reflect a tendency of the central nervous system to 
remain in a state of alert and movement preparation, while awaiting the arrival of the afferent signal, 

resulting in a delayed or aberrant transition to movement execution (Bischoff-Grethe et al., 2003; Farrell 

et al., 2005).  

We also found that PD patients showed less PPF than the control group. PPF is a less understood 

process associated with a later stage of generalized alerting or orienting (Dawson et al., 1982) as well 

as specific selective attention process (Graham, 1975). According to Graham (1975), the PPF reflects a 
generalized orienting or attention automatically elicited where there is no selective attention to specific 

stimuli. The study published by Wynn et al., 2004 about PPF in schizophrenic patients showed that 

these patients and their siblings had lower PPF than controls, imputing this finding to an orienting 

deficit. Bowen and Ison (2006), reported that PPF has a more peripheral motor consequence of a non-

specific alerting reaction, suggesting that the pathways of the PPF may not depend on the sensory-

motor processing. In order to explain our findings of less PPF in PD group, a cognitive evaluation of 

patients and their corresponding control subjects should be necessary to evaluate any type of cognitive 

impairment or attention disorders. 

In patients with ET, we found they had larger amplitudes and less prolonged latencies in the ASR when 

compared to the control group. These findings could be due to a loss of the early LC compensatory 

mechanism over the SN, which in turn might cause dysfunction of NPP-NCPR circuit with subsequent 

manifestations in the ASR (Lavoie and Parent, 1994). In the current literature, we did not find studies of 

the ASR and PPI in patients with ET, so the results are not compared in this dissertation. Since PD and 

ET share a common pathological substrate and that we found different results, we hypothesized that 

there is a difference in the subcortical structures and reflex neuronal pathways that are affected in each 
of the pathologies.  

The results obtained in the case of MCI and AD levels reflect a dysfunction circuit structures that are 

involved in attention processes. MCI patients had greater amplitude of the ASR that controls subjects 

and the other patient groups. We atribute this difference to the neuronal loss in the hippocampal 
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formation, that occurs in these patients because as the amygdala, hippocampus and anterior cingulate 

cortex play an important role in the modulation of reflex (Lee and Davis, 1997; Medford and Critchley, 

2010). 

The results of our study are consistent with a previously published study by Hejl and colaborators 

(2004), as there are no differences in PPI at different ISIs among MCI patients and AD patients when 
compared to control subjects. As the study published by Hejl et al., (2004), our results contradict the 

study published by Ueki et al. (2006), in which they found PPI facilitation in patients with AD. This rather 

contradictory results can be explained by differences in the methodology applied. Thus, an 

accelerometer was used to measure muscle contraction in the study of Ueki et al., 2006, whereas our 

study and Hejl et al. (2005) used an electromyographic recording. We hypothesized that these results 

might be due to the anticholinergic drugs that are use to treat these patients. Unpublished studies of our 

research group using experimental animals models,  indicate that a modification of the PPI exists after 

treatment with anticholinergic. This effect found in experimental animals might be extrapolated to our 

patients. 

2. Speech analysis 

2.1 Parkinson’s disease 

Control of specific frequencies is learned in childhood and requires coordination of the vocal structures 

adjusting acoustic resonances of the vocal tract (Saxena et al., 2014; Bunton, 2008; Wolfe et al., 2009), 

which is a process of motor coordination affected in PD. 

An estimated 70%–90% of patients with PD also develop speech or voice disorders (Darley et al., 1968) 
specifically hypokinetic dysarthria, characterized by monopitch, monoloudness, under articulation, and 

hoarseness in voice (Forrest et al., 1989).  This is consistent with our results as we have observed 

significant differences between controls and patients with Parkinson's. As reflected in the usual 

language studies in PD (Canter, 1963; Griffiths and Bough, 1989; Cannizzaro et al., 2004), we found 

that there were disruptions in temporal aspects of the speech sample like a breakage in the prosody, 

poorly controlled phonation time and fewer pauses and voice breaks. Our results reflected a sharper 

voice, less control of low frequencies, which prevents on the other hand the noises characteristic of 

elderly people in the voice. Finally, the lack of control increases the intensity of sound, with a substantial 

increase in decibels, but at the same time, the lack of emission control causes high monotone, barely 
accentual variations. An inhibitory deficit means more voice breaks, percentage of periods without voice 

emission and emission ratio of syllables per time lowest phonation. The pathways that follow the 

vocalization process consist primarily of three components: laryngeal activity, respiratory movements 
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and supralaryngeal. The most important is the extrapiramydal pathway that connects the motor cortex – 

putamen - substancia nigra - parvocellular reticular formation - phonatory motoneurons  (Jürgens, 

2002). The loss of motor control that holds the function of the vocal folds could explain the fluctuations 

of voice frequency. The position of the reticular formation and ventral parabrachial regions suggests 

that this area plays a crucial role in vocal motor coordination. Among the hierarchically control of vocal 

behavior pathways, the phonatory motoneurons input are of two types. One for motor coordination, 

which comes from the motor cortex and basal ganglia via the pyramidal and extrapyramidal pathway, 

and the other for the learned vocal patterns, that has a gaiting function, becomes from the 
periaqueductal grey and cingulated cortex, structures that represent different levels of sensorimotor 

gaiting control.   

The damage of neuronal pathways due to neuronal loss in PD might explain the deficits in startle 

modulation and speech. 

2.2. Alzheimer’s disease 

The findings suggest that speech measures may indeed be valuable in detection of AD. The results 

showed that the two groups performed qualitatively differently in the language production task. The 

participants were classified into the disease and the control groups depending on only five factors: 

Percentage of voice breaks, N Periods of voice, N voice breaks, Shimmer (apq3) and Noise to 
Harmonic Ratio. Thus, the prosodic values analyzed are of enormous value given that they allow us to 

define the profile of individuals with AD (Meilán et al., 2012) 

The variables were interpreted using he Fisher coefficients of matrix structure. In the analysis of space 

full of sound, it was found that in the speech of the participants with AD there was a higher number of 

periods sound. This implied that the frequencies used are lower, with fewer cycles per second, 

presenting the AD group a deeper voice, slower, with a slower rate of speed or rhythm of the glottal 
pulses and giving rise to a monotonous voice. In the interruptions of voice, it was found that in the 

speech of the participants with AD there was a higher proportion and numbers of voice breaks. 

Recently, Meilán et al. (2012) found that the increase in the percentage of voiceless segments in 

patients’ speech is a sign that explains more than 34% of the variance in the scores obtained in a 

specific language and memory test. Roark et al. (2011) found that the frequency of pauses were useful 

in discriminating between healthy elderly subjects and subjects with MCI. The interruptions of voice 

show a series of phonetic features of speech such as narrowing of the phonacional range, voice breaks 

and excessive reduction of the fundamental frequency of speech, as the result of difficulties of laryngeal 

muscle accommodation to rapid changes in frequency. The voice breaks is a voice disorder where the 
pitch of the voice changes suddenly and the number of distances between consecutive pulses are 
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longer than 1.25 divided by the pitch floor. With that, the AD speech turn to be contaminated, and 

characteristic noises like bubbles or tremor in the voice start showing. Moreover, in the Noise/ Harmonic 

Ratio (NHR), which provides an indication of the overall periodicity of the voice signal by quantifying the 

ratio between the aperiodic (noise) and periodic (harmonic part) components, the group with AD had a 

lower ratio than the control group, with the execution of greater noise frequencies in the AD patients 

than in the control group. In conclusion, the noise and voice break related parameters give information 

regarding the amount of noise component in the voice signal. In the analysis of fluctuations, the 

amplitude of sound, the speech of the participants with AD there was a higher amplitude perturbation 
quotient between the amplitude of a period and the average of the amplitudes of its neighbors, divided 

by the average amplitude. The group with AD showed greater variation in the intensity of the successive 

waves produced continuously, especially in the variation of the amplitudes of their two closest 

neighbors. Fluctuations in the amplitude of sound refer to period-to-period amplitude variation in the 

voice signal. The patients with AD showed a tremulous voice, with less intensity and less control of 

airflow than the control group. In conclusion, we have designed a direct test for measuring language 

production through an objective and ecological task that can be applied in a very short period of time. It 

is a method for automatically measuring the speech characteristics of spoken language samples and 

we have examined the usefulness of these measures for discriminating between patients with AD and 
control groups, helping in a more accurate diagnosis of AD. The speech measures may indeed be 

valuable in detection of AD. Spoken language examination is a relatively inexpensive and an easy 

technique, which involves minimum discomfort for the patient. The use of spectral analysis tools yields 

an objective description of voice output that will allow specialists to unify concepts. 

3. SNPs analysis 

We analyzed the SPSs of the  NRG-1 gene, the COMT gene and dopamine receptors Drd2 and Drd3. 

3.1. NRG-1 SNPs 

The analysis of genotype rs3924999 and rs6994992 for NRG-1 gene polymorphisms showed no 

significant differences between the neurodegenerative disease patients studied, and the control group. 

Alterations of different polymorphisms of NRG-1 have been identified as predictors of schizophrenia 

(Hong et al., 2008) and the mutant genotype of this gene has been linked to abnormalities in sensory 

gating in schizophrenia (Roussos et al., 2011). Although our results do not show that the mutant 

genotype is a marker of pathologies, we found an association between the mutant genotype and 

abnormal patterns of PPI in degenerative diseases. This can be further evidence of the association of 

the PPI as quantifiable neurophysiological measure to be associated with genetic alterations (Braff et 
al., 1990; Cadenhead et al., 2000; Geyer et al 2001; Anokhin et al., 2003; Kumari et al, 2005; Hong et 
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al., 2008). 

3.2. COMT SNPs 

In our analyses for rs4680 polymorphism of the COMT gene, we found no significant differences in the 

frequency of occurrence of different genotypes. Our results are consistent with studies previously 

published by Quednow et al. (2009), that COMT rs4680 influences the clinical and anatomical 

characteristics of patients with dementia. This is particularly observed in patients with MCI and AD 

when compared to controls. It is known that the A allele (Met) is related to cognitive functions (Harrison 

et al., 2008; Talledo et al., 2009; Quednow et al., 2009). Studies in healthy controls suggest that COMT 

genotype influences cognitive processing, the system of reward and emotion (Gennatas et al., 2012). 

Numerous studies have associated the rs4680 polymorphism with the presence of AD with psychosis 

(Sweet et al., 2005; Borroni et al., 2006, 2007; DeMichele-Sweet et al., 2010). In our study, we have not 
addressed the presence of psychosis in patients because in early stages there is no presence of 

psychosis. Our results show a lower prevalence of genotype A/A for patients with MCI, which could 

indicate that carriers of this genotype have a risk factor for developing the disease. 

3.3. Dopamine receptor SNPs 

Polymorphisms of genes encoding dopamine receptors Drd2 (Drd2rs6277 and Drd2 rs1800497) did not 

show significant results in the study sample. The SNP rs6277 the normal genotype (T/T) was the 

predominant frequency. For the SNP rs1800497, we did not find the mutant genotype in control 

subjects and in patients with ET and, for this genotype the frequency was low in the other pathologies. 

The results of our study are in agreement with the literature, in which no association between 

neurodegenerative diseases and polymorphisms of dopamine receptors Drd2 (Singh et al., 2008; De 

Palma et al., 2010; Tan et al., 2003; Costa-Mallen et al., 2000; Comings et al., 1991; Kiyohara et al., 

2011). This was an unexpected finding since Drd2 receptors play an important role in dopaminergic 
control of the movement and behavior (Van Ham et al., 2007). 

For the Drd3 receptor, the rs6280 polymorphism was found as a risk factor in PD, showing higher levels 

of the mutant allele.  

Correlating the mutated genotype distributions of Drd3 with the PPI, we found significant differences 

between PD patients and control subjects with PPI120ms and with PPF, showing higher percentage in 

booth parameters in the PD patients with the mutant allele. Our results show relationship between 

SNPs and the percentage of PPI as published by other studies (Völter et al., 2011; Roussos et al., 

2008). Signaling D2 and D3 receptors in the striatal system may be responsible for the deficits of PPI 

(Völter et al., 2011). Although we did not find significant association with genotype of the D2 SNPs and 
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pathology, the fact that we found association with the values of PPI genotype and pathology can be 

used as in early diagnosis. The association with dopamine and PPI has been studied mostly in patients 

with schizophrenia and animal models for schizophrenia, and studies in healthy subjects confirm the 

association between PPI and D2 and D3 receptors, (Roussos et al., 2008; Völter et al., 2011). 

Studies show the involvement of the sensory system in the pathophysiology of certain movement 
disorders, makes it essential to consider the potential contribution of changes in sensorimotor 

integration in motor execution (Abbruzzese and Berardelli, 2003).  

VII. CONCLUSIONS: 

1. Sensorimotor integration capacity measured by the PPI is impaired in most neurodegenerative 

diseases. 

2. The prepulse-pulse interval of 120 ms is the best setup for discriminating patient groups with the PPI 

behavioural paradigm. 

3. Patients with AD and MCI, show greater cognitive impairment than the rest of the groups. 

4. Patients with PD have slowed language syllabic and prosodic joint. 

5. AD patients show differences in language production tasks in the study of temporal and acoustic 

parameters of the voice, having these patients a discriminating voice profile. 

6. The presence of the mutated rs4680 polymorphism of the COMT gene differentiates between 

patients with MCI and healthy individuals. 

7. The rs6280 SNP of the dopamine D3 receptor gene, genotype and allelic variants could be related 

with the risk of  PD.  
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9 meses después. 

Figura 30. Evolución longitudinal de la PPI 9 meses después. 
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Justificación del trabajo: 

En los últimos años, debido al aumento de la calidad de vida y a la mayor longevidad, se está 
produciendo un incremento exponencial en las enfermedades neurodegenerativas, con un amplio 
espectro de manifestaciones clínicas, particularmente, alteraciones cognitivas, conductuales, 
emocionales y sensitivo-motoras. El examen neurofisiológico del sistema nervioso central (SNC) 
puede aportar información relevante sobre las anomalías funcionales. Si además, añadimos 
pruebas que evalúen el procesamiento de la información sensoriomotora, podremos establecer 
patrones que ayuden al diagnóstico, clasificación y diferenciación de enfermedades con 
presentación clínica similar en etapas iniciales, lo que  permitiría una  intervención farmacológica 
temprana para intentar retrasar o detener la evolución de la patología, así como establecer 
diferentes patrones de respuesta, y asociarla a un determinado grado evolutivo de la 
enfermedad.  Además, la evaluación de la capacidad sensoriomotora puede emplearse como un 
parámetro objetivo para evaluar la eficacia de la terapia empleada.  

Finalmente, el avance del conocimiento de las bases genéticas de las enfermedades, la 
asociación de determinados polimorfismos genéticos con patologías degenerativas concretas, 
junto con el abaratamiento de las técnicas de biología molecular, nos ha inducido a realizar un 
estudio de algunos de los polimorfismos genéticos asociados a las patologías estudiadas. 
Pretendemos que la detección de estas modificaciones genéticas pueda ser una herramienta 
para diseñar programas de vigilancia y prevención que retrase la aparición de los síntomas 
perniciosos asociados a estas patologías. 
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I. Introducción                                                    

1.  Enfermedades neurodegenerativas 

Se definen como enfermedades neurodegenerativas aquéllas que cursan con pérdida 
neuronal progresiva lenta, debido a diversos factores genéticos y ambientales, 
manifestándose clínicamente por cambios cognitivos, motores o sensitivos. En las últimas 
décadas, debido al incremento en la tasa de supervivencia de la población general y a la 
mayor longevidad, sobre todo en países desarrollados, hay un aumento en la prevalencia de 
distintas enfermedades neurodegenerativas, entre las que destacan por su frecuencia la   
enfermedad de Parkinson (EP) y el Temblor Esencial (TE), trastornos de un mismo 
espectro, que en algunos casos, combinan alteraciones motoras y cognitivas (Samuels, 
2007), y otras en las que predominan las alteraciones cognitivas como el Deterioro 
Cognitivo Leve (DCL) y la Enfermedad de Alzheimer (EA) (Valls-Pedret y cols., 2010).  

1.1. Enfermedad de Parkinson 

La EP es un proceso neurodegenerativo multisistémico, caracterizado clínicamente por la 
presencia de la tríada acinesia, temblor de reposo y rigidez. Esta enfermedad  pertenece a un 
grupo de entidades nosológicas denominadas como “trastornos del movimiento”. Es 
importante destacar que las disfunciones del sistema motor se deben  a una pérdida 
progresiva de las neuronas pigmentadas de la sustancia negra pars compacta (SN) 
mesencefálica, lo que condiciona un déficit de dopamina en el núcleo estriado, con la 
consiguiente alteración en la fisiología normal de los ganglios basales (GB) (Braak y cols., 
2000, 2003; Albin y cols.,1989; Braak y Braak, 2000). El sistema sensoriomotor también se ve 
afectado por los cambios anatómicos y fisiológicos observados en la EP (Abbruzzese y 
Berardelli, 2003). 

De forma característica, en la EP se desarrollan cuerpos de Lewy (CL), que se asientan 
inicialmente en las vías olfatorias y estructuras del tronco cerebral (núcleo dorsal del vago), y 
luego se expanden a otras áreas según progresa la enfermedad. Se han propuesto diferentes 
estadíos evolutivos de esta enfermedad (del 1 al 6), en función de la localización de los CL, 
siendo en el estadío 2 cuando se les detecta en el Locus coeruleus (LC) y el núcleo tegmental 
pedunculopontino (NTPP), entre otras áreas cerebrales (Braak y cols., 2003; Yoshihisa y 
Mizuno, 2003). 
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La EP es la segunda enfermedad degenerativa más frecuente, afectando al ∼1-2 % de la 

población mayor de 65 años, y su  diagnóstico es difícil de realizar en los estadíos iniciales, ya 
que la sintomatología motora aparece cuando se ha perdido más de un 50% de las neuronas 
dopaminérgicas de la SN (Stoessl, 2011). Uno de los mayores retos a los que nos 
enfrentamos con esta patología es el diagnóstico precoz y preciso, ya que los primeros 
síntomas ocurren gradualmente y varían entre los pacientes. La despigmentación del LC 
(Hassler, 1938), y los síntomas motores clásicos debido al deterioro de la SN hacen que el 
diagnóstico de la EP avanzada sea fácil y seguro, a diferencia de los estadíos iniciales. 

Algunos pacientes parkinsonianos desarrollan con el tiempo trastornos cognitivos y demencia 
(Mindham, 1970). Su frecuencia aumenta con la edad, con la severidad de los síntomas 
motores, con la presencia de psicosis y alucinaciones, y con el deterioro cognitivo previo 
(Aarsland y cols., 2001; Hughes y cols., 2000). Su aparición es muy posterior al inicio de los 
síntomas motores, lo que sirve para diferenciarla de la demencia por cuerpos de Lewy, y se 
relaciona con una considerable reducción de eferencias colinérgicas desde el núcleo basal de 
Meynert (Tiraboschi y cols., 2000). Por otra parte, estudios realizados con tomografía por 
emisión de positrones (PET, por sus siglas en inglés) en pacientes con EP,  demuestran que 
la alteración cognitiva está relacionada con la disfunción del sistema dopaminérgico (Rinne y 
cols., 2000; Hirano y cols., 2012; Cools, 2011; Narayanan y cols., 2013; Siepel y cols., 2014).  

1.2. Temblor esencial 

El TE caracteriza por la presencia de temblor postural y cinético en las extremidades 
superiores y cabeza, que generalmente no existe en reposo (Cohen y cols., 2003). Es un 
proceso lentamente progresivo, que acaba produciendo discapacidad  motora  y funcional. Es 
el trastorno del movimiento más común en la práctica clínica, especialmente después de los 
40 años.  

Se ha considerado al TE como una enfermedad monosintomática caracterizada por un 
temblor cinético de miembros superiores, sin embargo, en los últimos años, se ha visto que su 
espectro clínico es más amplio (Labiano-Fontcubertaa y cols., 2012). Entre los síntomas que 
le identifican, actualmente se incluyen síntomas motores (alteraciones de la marcha, temblor 
intencional y de reposo) y no motores (trastornos olfatorios, cognitivos y de la personalidad) 
(Benito-León y Louis, 2006, 2007;  Labiano-Fontcubertaa y cols., 2012). 
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Las alteraciones cognitivas en el TE se inician con disfunción ejecutiva y de la memoria. 
Cuando el TE se inicia en ancianos, hay un mayor riesgo de desarrollar demencia (Bermejo-
Pareja y cols., 2007). La localización patológica en la mayoría de los casos de TE se asienta 
en el cerebelo, aunque, un tercio de los cerebros de pacientes aquejados con esta patología 
presentan  cambios neurodegenerativos con muerte neuronal (Axelrad y cols., 2008; Louis y 
cols., 2007; Louis, 2010), y abundantes CL especialmente en el LC (Louis y cols., 2005, 2007; 
Shill y cols., 2008).  

En la actualidad, aproximadamente un 5% de los ancianos españoles padece esta 
enfermedad (Benito-León y cols., 2003; Labiano-Fontcubertaa y cols., 2012), y su incidencia 
aumenta con la edad (Benito-León y cols., 2005; Labiano-Fontcubertaa y cols., 2012). Casi la 
mitad de los pacientes tienen antecedentes familiares (herencia autosómica dominante con 
penetrancia variable). 

Parece posible identificar diferentes subtipos de TE según la tasa de progresión de la 
enfermedad, la coexistencia con la EP, y el grado de deterioro cognitivo.  

Se ha postulado que tanto la EP como el TE se relacionan estrechamente en su evolución, 
pudiendo preceder el temblor al inicio de otros síntomas extrapiramidales, habiéndose llegado 
a considerar el TE como un factor de riesgo en el desarrollo de la EP. La consideración de 
estas dos entidades como parte de un continuum neurodegenerativo no es nueva (Critchley y 
Greenfield, 1948), y poseen una base anatómica común, la neurodegeneración del LC 
(Frisina y cols., 2009), principal núcleo involucrado en la producción de noradrenalina 
(Swanson y Hartman, 1975), así como en funciones de vigilancia y alarma (Aston-Jones and 
Bloom, 1981).  

 

 

 

 

 

 

Figura 1. Base anatómica de las enfermedades neurodegenerativas en estudio.  Las 

dos patologías implican afectación de un núcleo pontino al inicio  de la enfermedad, 
Locus Coeruleus (LC).  
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Hay que señalar que la degeneración del LC no se restringe a las enfermedades anteriores, 
ya que otras enfermedades neurológicas, como la parálisis supernuclear progresiva (Ferrer, 
2008) o la demencia por cuerpos de Lewy (Forno,1969) presentan afectación del LC.  

Se desconoce cómo los cambios en el LC provocan el TE, aunque se especula que podría 
existir una disminución en la estimulación de las células de Purkinje cerebelosas que sinaptan 
con las neuronas del LC (Sievers y cols., 1981).  

1.3. Deterioro cognitivo leve  

El DCL, se considera un estado transicional entre las alteraciones cognitivas propias del 
envejecimiento fisiológico y la demencia (Petersen y cols., 2001; Morris y cols., 2001). Se 
manifiesta clínicamente como alteración de la memoria, manteniendo las habilidades 
cognitivas y funcionales (Petersen y cols., 2001; Morris y cols., 2001). Recientemente, se han 
actualizado los criterios diagnósticos del DCL, la demencia y  la EA por el Instituto Nacional 
de envejecimiento y la Asociación de Alzheimer (Albert y cols., 2011; McKhann y cols., 2011). 
Según éstos, el DCL se caracteriza por la presencia de déficits en funciones cognitivas 
superiores, manteniendo los pacientes la independencia, y la preocupación por la familia o por 
el propio paciente. Estos déficits deben ocurrir en ausencia de otros desórdenes que causan 
signos y síntomas parecidos. La principal diferencia entre el DCL y la demencia es la 
disfunción en las actividades de la vida diaria en los enfermos con demencia (Albert y cols., 
2011; Mora-Simón y cols., 2012). A día de hoy, no se puede diferenciar el deterioro cognitivo 
patológico de los cambios propios del envejecimiento cerebral. Los pacientes con DCL 
cumplen algunos de los criterios de demencia, y sería conveniente definir puntos de corte en 
las distintas escalas que miden ambos procesos, para delimitarlos en los casos en que se 
produce un continuum DCL a EA. 

Debido a que algunos de estos pacientes, y no sabemos cuáles, evolucionan a EA, resultaría 
interesante disponer de técnicas sensibles que nos permitan identificar a estos pacientes para 
someterlos a intervenciones tempranas, farmacológicas o no, que puedan retrasar o detener 
esta evolución (Sherwin, 2000; Morris y cols., 2001). Los porcentajes de progresión a EA en 
estos sujetos, varían dependiendo de la definición del deterioro y del tiempo de seguimiento 
(Hogan y Ebly, 2000; Bowen y cols., 1997; Modrego y cols., 2004). Bozoki y cols., 2001 
afirman que la asociación de otros déficits cognitivos al deterioro de la memoria en el DCL 
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aumenta el riesgo de evolución a demencia. Otros autores consideran que la asociación de 
distintos marcadores clínicos, como la edad avanzada, puntuaciones bajas en algunos test de 
memoria, o los déficits de orientación aumentan el riesgo de desarrollar demencia en 
pacientes con DCL (Wolf y cols., 1998; Marquis y cols., 2002).  

Cada día los pacientes solicitan una valoración y un diagnóstico en fases más tempranas, que 
unido a la evidencia de que el tratamiento debe iniciarse lo más tempranamente posible, hace 
necesaria la búsqueda de marcadores diagnósticos precoces.  

1.4. Enfermedad de Alzheimer 

La EA se caracteriza, en su forma típica, por la pérdida progresiva de la memoria y de otras 
capacidades mentales, acompañada de trastornos en el comportamiento como es la agresión, 
depresión y el comportamiento errante (Costa y cols., 1996; Francis y cols., 1999; Williams y 
cols., 2003).  

La EA muestra una disminución del peso y volumen del cerebro, con surcos agrandados y 
circunvoluciones estrechas. La corteza cerebral está adelgazada y los ventrículos ligeramente 
agrandados (atrofia cerebral). Los hallazgos histopatológicos característicos de la EA son: 
pérdida de neuronas de la corteza cerebral, placas seniles o neuríticas, y ovillos 
neurofibrilares. Las regiones anatómicas más vulnerables a mostrar estos cambios 
neuropatológicos son: hipocampo circunvoluciones parahipocámpicas, núcleo basal de 
Meynert, SN, LC, sustancia gris periacueductal y núcleos del rafe (Braak y Braak, 1991). 
Secundariamente, se produce una pérdida global de las conexiones sinápticas, 
particularmente las de tipo colinérgico. Estas alteraciones han sido estudiadas ampliamente en 
modelos animales, donde se ha observado degeneración de neuronas colinérgicas, 
noradrenérgicas, serotoninérgicas, gabaérgicas y glutamatérgicas en distintas áreas 
cerebrales relacionadas con la memoria, como el hipocampo, el córtex de asociación y el 
sistema límbico (Manzano y cols., 2009).  

La EA es la forma más común de demencia progresiva, que afecta al 5-10% de la población 
mayor de  65 años (Knopman y cols., 2001), con una prevalencia que se incrementa de forma 
exponencial con la edad. Además de la edad como factor de susceptibilidad, se considera un 
factor de riesgo definitivo en el desarrollo de la enfermedad una historia familiar de demencia 
(Jorm y Jolley, 1998). Su diagnóstico diferencial es importante para distinguirla de otras 
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enfermedades que cursan con deterioro cognitivo y con procesos neurodegenerativos con 
demencias sintomáticas. El diagnóstico de la EA postmortem se puede realizar utilizando un 
sistema denominado ABC, donde A es la presencia de placas amiloides (Thal y cols., 2002; 
De-Paula y cols., 2012), B es la presencia de placas neurofibrilares (Braak y Braak, 1991) y, 
por último. C es la presencia de placas neuríticas (Mirra y cols., 1991; De-Paula y cols., 2012).  

La falta de definición de los mecanismos de acción por los que surgen las características 
neuropatológicas de la EA puede ser la razón probable para la no disponibilidad de un 
tratamiento eficaz que pueda evitar el inicio y la progresión de la enfermedad. Es por esto por 
lo que debemos buscar biomarcadores que reflejen cambios neurofisiológicos en etapas pre-
sintomáticas, para poder tener tratamientos diana a estos mecanismos fisiológicos que causan 
la enfermedad.  

2. Alteraciones cognitivas en las enfermedades neurodegenerativas  

Las alteraciones cognitivas se inician con alteraciones en la función ejecutiva y la memoria, 
terminando muchas veces en demencias, por lo que es importante detectar el deterioro 
cognitivo en una etapa temprana para frenar su avance en lo posible (Aarsland y cols., 2010; 
Janvin y cols., 2006; Siepel y cols., 2014).   

Las demencias se definen como un deterioro global y persistente de las funciones 
intelectuales, memoria, orientación, razonamiento, comprensión, que son adquiridas con 
preservación del estado de vigilancia (conciencia), a causa de una lesión orgánica cerebral. 
Éstas son dependientes de procesos de envejecimiento, cuentan con una prevalencia entre el 
5 y el 15% en personas mayores de 65 años y aumentan exponencialmente con la edad, 
constituyendo el paradigma de enfermedades neurodegenerativas (Launer y cols., 1999). El 
DSM-IV (Asociación Americana de Psiquiatría 1994) ha establecido los siguientes criterios 
para diagnosticar una demencia: (1) deterioro de la memoria; (2) al menos uno de los 
siguientes: afasia, apraxia, agnosia  o disfunción en las funciones ejecutivas; (3) deterioro 
social o en las funciones ocupacionales. Estos déficits deben ocurrir en ausencia de otros 
desórdenes que causen signos y síntomas parecidos. La demencia generalmente origina una 
evidente repercusión en las actividades de la vida diaria (personales, familiares, laborales).  

El deterioro de la memoria, especialmente alteraciones de memoria episódica verbal, ha sido 
descrito como uno de los predictores de conversión a demencia más sensibles (Hornberger y 
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Piguet, 2012). En el TE, los déficits cognitivos se manifiestan como deterioro de la fluidez 
verbal, en la identificación de nombres, en el recuerdo de la historia reciente, en la memoria 
de trabajo y en las funciones ejecutivas (Lombardi y cols., 2001; Duane y Vermillion, 2002; 
Lacritz y col., 2002; Sinoff y Badarny, 2014).  

Los déficits dopaminérgicos frontoestriatales parecen originar una disfunción ejecutiva, tal y 
como describen diferentes autores que relacionan el transportador de dopamina (DAT) y la 
cognición (Muller y cols., 2000; Duchesne y cols., 2002; Nobili y cols., 2010; Polito y cols., 
2012; Ekman y cols., 2012).   

La EP se asocia también con déficits de aprendizaje y memoria, que implican a los GB y a los 
niveles dopaminérgicos cerebrales (Saint-Cyr  y cols., 1988; Owen y cols., 1993; Knowlton y 
cols., 1996; Shohamy y cols., 2005).  

La memoria y la disfunción visuoespacial parecen estar más relacionadas con los déficits 
colinérgicos (Kehagia y cols., 2010; Siepel y cols., 2014). Esto viene avalado por el hecho 
observado en los pacientes con EA, con déficits colinérgicos constatados,  quienes presentan 
una mayor incidencia de alteraciones en las memoria visuoespacial, memoria verbal y de la 
atención, en comparación con los individuos sanos de su misma edad (Benito-León y cols., 
2006). 

3. Modificaciones del habla en pacientes  con enfermedades neurodegenerativas 

Las medidas acústicas de la voz humana reflejan las tres dimensiones perceptibles del sonido: 
amplitud, tono y estructura temporal. La amplitud (intensidad) es una medida de la presión 
sonora al transmitirse la voz en el medio aéreo; expresada en decibelios (dB), que depende de 
la amplitud de la vibración de las cuerdas vocales y de la presión subglótica; el tono se 
expresa mediante la frecuencia fundamental (F0), de la señal vocal, medida en hertzios (Hz); y 
los parámetros temporales definidos por la tasa y rapidez de la vocalización. Las 
alteraciones del sistema fonatorio afectan el ritmo vibratorio de las cuerdas vocales, lo que 
origina cambios en la frecuencia fundamental (F0), que es el principal parámetro del análisis 
acústico. 

Existen hallazgos claros de asociación entre anomalías de la voz en pacientes con 
enfermedades neurológicas, que se manifiestan por cambios en la fluidez verbal (Flowers y 
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cols., 1995), ritmo (Skodda y Schlegel, 2008), empobrecimiento de la articulación de los 
sonidos (Ackermann y Ziegler, 1991), repetición de sílabas, palabras o frases (Benke  y cols., 
2000). Estas alteraciones tienen similitud con las que se producen en los estados depresivos, 
no en vano estos pacientes los sufren frecuentemente (Cummings y Masterman, 1999), y se 
solapan con los cambios que, de forma natural, se producen en el anciano como 
consecuencia de los cambios fisiológicos producidos en su sistema fonatorio: modificaciones 
de la laringe, alteraciones en el sistema respiratorio, en las cavidades de resonancia y en los 
órganos articulatorios, consecuentes al deterioro en los músculos, cartílagos, articulaciones, 
ligamentos y mucosa laríngea (Fernández y cols., 2006;  Linville, 2004). 

Cuando las enfermedades neurodegenerativas cursan con alteraciones motoras (como EP y 
TE), éstas afectan igualmente a las estructuras fonatorias, lo que hace que varíen las 
características del habla del paciente, reflejando los cambios anatomo-fisiológicos 
subyacentes.  

El desorden fonatorio más característico en los pacientes con EP es la disartria hipoquinética, 
encontrada en más del 60%, de los casos,  provocada por la rigidez muscular de la laringe, y 
la alteración del ritmo vibratorio de las cuerdas vocales. Estas alteraciones se  traducen en 
cambios en los parámetros perceptuales y acústicos de la voz. La voz de los pacientes de EP 
se describe como monótona, de baja intensidad y tono, nasal, ronca y de carácter áspero 
(Flowers y cols., 1995). La articulación de los sonidos está empobrecida (Luschei y cols., 
1999), con repetición de sílabas, palabras o frases, que reducen significativamente su 
inteligibilidad (Metter y Hanson, 1986). Estas deficiencias en el habla, que afectan a la 
comunicación de estos pacientes, se evalúan mediante el empleo de tareas de producción 
diadococinéticas, orales valorando la rapidez con que se realizan los movimientos 
articulatorios (Penner y Miller, 2007).  

En contraste, los pacientes que cursan con enfermedades neurodegenerativas de tipo 
cognitivo presentan trastornos en la elaboración de las frases. En pacientes con EA se 
observan con frecuencia alteraciones en los dominios léxico-semánticos y pragmáticos del 
lenguaje (Hodges y cols., 1992), mientras que los aspectos articulatorios, fonológicos y 
aspectos sintácticos de la producción del lenguaje se mantienen bien conservados hasta 
etapas más avanzadas de la enfermedad (Caramelli y cols., 1998). En estadíos tempranos, las 
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características de la voz más prominentes en pacientes con EA son las relacionados con la 
prosodia y las medidas acústicas y temporales, que incluyen las alteraciones en ritmo (ritmo 
reducido o fluctuante en la producción del lenguaje, frecuentes pausas para encontrar 
palabras, la de iniciativa, y la lentitud), el volumen, los errores fonológicos, y apraxias 
articulatorias (Taler y cols., 2008). En resumen, si los impedimentos en el habla en personas 
con EA difieren cualitativamente de los cambios causados en la voz por el envejecimiento 
normal u otras patologías, tales deterioros pueden ser aislados para el diagnóstico precoz de 
la EA (Venneri y cols., 2005). 

4. Polimorfismos genéticos asociados a enfermedades neurodegenerativas  

Aunque más del 99% de la secuencia de ADN genómico es idéntica entre los humanos, 
ligeras variaciones, a menudo, pueden producir un efecto importante sobre el fenotipo. 
Variantes de la secuencia también pueden mediar en la susceptibilidad a padecer algunas 
enfermedades, a los factores ambientales, bacterias, virus, toxinas, productos químicos, 
fármacos, y a las intervenciones terapéuticas (Schleinitz y cols., 2011).  

En el hombre, la forma más frecuente de variación genética es la variación de una sola base 
en la secuencia de un gen. Esta alteración se conoce como polimorfismo de un solo 
nucleótido (SNP por sus siglas en inglés, Single Nucleotide Polymorphism) (Cargill y cols., 
1999; Tindall y cols., 2007; Schleinitz y cols., 2011). Según el Consorcio Internacional de 
HapMap (catálogo de variaciones genéticas comunes que están presentes en la especie 
humana) (2003), los SNPs ocurren con una frecuencia del 1%  y pueden ocurrir en cualquiera 
de las dos copias del genoma.  Aunque la mayoría de estos SNPs no causan ningún efecto 
en el genoma, algunos pueden afectar la función de los genes/proteínas y por lo tanto dar 
lugar a diferencias fenotípicas entre los portadores de alelos diferentes. 

 

 

 

 

 Figura 2. SNP. La cadena de ADN -1- difiere de la del ADN -2- en un sólo par de 
bases. 
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Su importancia se basa en que pueden estar asociados a otros SNPs responsables de 
enfermedades o asociados a un mayor riesgo de sufrir alguna anomalía en la salud. Por estas 
razones, los SNPs son potencialmente valiosos tanto para ayudar a la investigación 
biomédica, al desarrollo de productos farmacéuticos o contribuir a diagnósticos médicos.  

Para la detección de los SNPs, se realizan diferentes técnicas de secuenciación del ADN,  
restringidas a un gen específico o de todo el genoma completo. La secuenciación masiva, 
aunque se ha abaratado últimamente, sigue siendo inasumible para la mayoría de los 
laboratorios, por lo que se han buscado otras estrategias para identificar los SNPs, como los 
ensayos TaqMan® basados en la  reacción en cadena de la polimerasa (PCR), que 
proporciona una manera más fácil y económica de estudiar miles de genotipos. Así, el 
genotipado de SNPs utilizando ensayos TaqMan® (Applied Biosystems; Foster City, CA) es 
una herramienta  para discriminar entre dos alelos de un SNP específico en los estudios de 
genotipado.   

La etiología de muchas de las enfermedades neurodegenerativas no está bien definida, por lo 
que muchos investigadores se inclinan por un origen multifactorial, combinación de 
predisposición genética y factores ambientales (Jenner y cols., 1992). Se han descrito 
polimorfismos asociados a la EP (Ben-David y Tu, 2014), EA (Chouraki y cols., 2014), y al TE 
(García-Martín y cols., 2009), pero vamos a restringirnos a los que han sido asociados a 
modificaciones del filtrado sensorial.  

Se han descrito mutaciones genéticas asociadas a déficits en la filtrado sensorial en pacientes 
con esquizofrenia y con EA, entre otras patologías (Zhang y cols., 2011). Algunas de estas 
mutaciones descritas afectan al gen que codifica la Neuroregulina-1(NRG-1) (Hong y 
cols.,2007), a genes relacionados con receptores de la dopamina (Wong y cols., 2000) y al 
gen que codifica  la catecol-O-metiltransferasa (COMT) (Giakoumaki y cols., 2008), entre 
otros.  

4.1. Neuregulina 1 (NRG-1)  

Neuregulina-1 es una de las cuatro proteínas de la familia neuregulina identificadas en 
vertebrados (Diez y cols., 2014), que actúan sobre la familia de los receptores EGFR 
(receptor del factor de crecimiento epidérmico). Es esencial para el desarrollo normal del 
sistema nervioso y el corazón, y está codificada por el gen NRG-1. La normofuncionalidad de 
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este gen es uno de los criterios diagnósticos en la esquizofrenia (Stefansson y cols., 2002; 
Diez y cols., 2014), ya que en 2002, se descubrió un SNP de este gen que representa un 
factor de riesgo para la enfermedad. Estudios realizados por Hong y cols., 2007 encuentran 
que el polimorfismo rs3924999 modula el filtrado sensorial en sujetos sanos, y en pacientes 
con esquizofrenia. Se considera pues este polimorfismo como un marcador importante en la 
regulación sensorial.  

4.2. Receptores de Dopamina  

La dopamina, uno de los neurotransmisores principales del SNC, es una catecolamina 
endógena que influye sobre varias actividades celulares (Cavallotti y cols., 2004).  El sistema 
dopaminérgico está implicado en el control motor, la función endocrina, el sistema de 
recompensa y la cognición (Tomé y cols., 2004). Los receptores de la dopamina están 
ampliamente expresados en neuronas y en ciertas poblaciones de células no neuronales 
(Tomé y cols., 2004). Hay cinco subtipos de receptores de dopamina, y entre éstos, los 
receptores D2 (McGuire y cols., 2011; Dai y cols., 2014) y los D3 (Lee y cols., 2009;  Kiyohara 
y cols., 2011; Dai y cols., 2014), son los más estudiados, ya que alteraciones en los genes 
que los codifican se asocian con enfermedades neurodegenerativas.  

Estudios psicofarmacológicos, llevados a cabo tanto en animales de experimentación como 
en humanos, han correlacionado el sistema dopaminérgico con la modulación de la PPI, 
describiendo la importancia de receptores D2 (Anokhin y cols., 2003) y D3r (Roussos y cols., 
2008) en este proceso. Se ha demostrado el receptor D3 funcional está directamente 
relacionado con la modulación del filtrado sensorial en el hombre (Roussos y cols., 2008). De 
los diferentes SNPs conocidos del gen Drd3, el Ser9Gly(rs6280)  presenta una mayor afinidad 
dopaminérgica (Quednow y cols., 2009) que el Ser-9Ser-9  (Roussos y cols., 2008).  Aún así, 
no se puede decir categóricamente que el filtrado sensorial sea dependiente del receptor 
dopaminérgico, ya que los receptores constituyen sólo un componente del sistema del 
neurotransmisor, en el que influyen  las conexiones, la señalización, y la plasticidad (Wong y 
cols., 2000). 

4.3  (Catecol-O-metiltransferasa) (COMT) 

El gen COMT, localizado en el cromosoma 22, codifica la  enzima Catecol-O-
metiltransferasa (COMT), enzima ligada a la degradación dopaminérgica, especialmente en 
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la corteza prefrontal de mamíferos (Gennatas y cols., 2012).Su actividad está asociada a los 
niveles de cognición, conducta (Swerdlow y cols., 2013), y a mecanismos de aprendizaje y 
memoria (Gennatas y cols., 2012).  

El polimorfismo rs4680, en el que se intercambia la G por  A en la posición 158 de la región 
codificante del COMT, o polimorfismo Val158Met, hace que la sustitución de un aminoácido 
en la proteína correspondiente produzca una disminución en la actividad de la enzima 
(Martínez y cols., 2009), lo que provoca que la dopamina se transforme en neuromelanina, 
que puede inducir la formación de radicales citosólicos que contribuyen a la 
neurodegeneración (Torkaman-Boutorabi y cols., 2012). También, se ha descrito que esta 
modificación en la enzima provoca un aumento de la concentración de dopamina en la 
corteza prefrontal (Vallelunga y cols., 2012), relacionando este hecho con la disminución en 
las funciones cognitivas en los pacientes con DCL y  EA (Harrison y cols., 2008; Talledo y 
cols., 2009;  Quednow y cols., 2009).  

Autores como Roussos y cols. (2008), y Quednow y cols.(2009), han descrito la influencia de 
este polimorfismo en la PPI tanto en pacientes con esquizofrenia como en individuos sanos. 
Estos autores atribuyen el fenotipo Met de la enzima a déficits en la PPI.  

5. Estado de alerta: Reflejo auditivo de sobresalto y sus modificaciones 

La atención es un proceso heterogéneo que acompaña las funciones ejecutivas, la atención 
selectiva, la alerta y la vigilancia (Parasuraman, 1998). La alerta y la vigilancia son facetas del 
comportamiento y la cognición que, en sí mismas, no implican ninguna selección previa de  
priorización de los estímulos (Thiel y Fink, 2007), por lo que se denominan  “atención no 
selectiva”, e integra conceptos como  estado de alerta y vigilancia (Thiel y Fink, 2007).  

El reflejo auditivo de sobresalto (RAS) es una reacción de alarma generalizada 
desencadenada por un estímulo auditivo intenso e inesperado (Brown, 1998). Este reflejo es 
un ejemplo de fenómeno atencional no-selectivo (Bakker y cols., 2006), que, como la mayoría 
de los reflejos del cerebro medio, se encuentra alterado en muchas enfermedades 
neurológicas.  

5.1. Modulaciones del reflejo de sobresalto. 

El RAS puede ser modificado cuantitativa o cualitativamente por diversas condiciones 
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naturales o experimentales, lo que refleja la capacidad del organismo para ajustar su 
respuesta a unas determinadas circunstancias internas (Castellano y López, 2004) o 
externas. En el contexto experimental, puede verse alterado por procesos básicos de 
aprendizaje o intervenciones farmacológicas, así como por diferentes patologías neurológicas 
o psiquiátricas. Las modulaciones del RAS representan un modelo no invasivo que sirve para 
evaluar el procesamiento de la información y déficits emocionales, tanto en humanos como en 
modelos experimentales (Kumari y Sharma, 2000; Kumari y cols., 2003).  

Una modulación del RAS es la potenciación, la cual consiste en  una respuesta aumentada 
del reflejo producida al asociar un estímulo no grato al estímulo desencadenante del reflejo, y 
puede ser considerada como una respuesta condicionada (McAllister y McAllister, 1971). Sun 
y cols., (2012) observaron potenciación en el RAS en ratas previamente expuestas a sonidos, 
mientras que Dehmel y cols., (2012) encontraron una potenciación crónica del RAS en 
cobayas expuestas a ruidos (Salloum y cols., 2014). Los resultados de estos experimentos 
demuestran cómo la sobreexposición a un estímulo sonoro produce una respuesta aversiva al 
estímulo, que incide en el circuito del RAS obteniendo una respuesta exagerada por la 
activación de otros núcleos .  

La sensibilización es un tipo de modulación del RAS en el cual se asocian estímulos 
sensoriales a estímulos  aversivos o “shock” (Brown, 1995), de forma que este último estimula 
otros sistemas sensoriomotores, lo cual facilita la respuesta refleja, traduciéndose en un 
aumento de la amplitud. La sensibilización ha sido considerada como una forma no asociativa 
de aprendizaje, ya que el organismo no asocia un evento particular con el fuerte estímulo 
aversivo o sensibilizante. Sin embargo, puede haber elementos asociativos en esta forma de 
aprendizaje, tales como un condicionamiento  rápido a los estímulos aversivos (Pilz, 1996). 

Una de las modificaciones más conocidas del RAS es  su inhibición por un estímulo previo, 
(PPI de sus siglas en inglés pre-pulse-inhibition). La PPI se produce cuando el sonido intenso 
que nos sobresalta va precedido 30-500 ms por un ruido de una menor intensidad (Figura 3), 
haciendo que nuestra respuesta al ruido sea menos pronunciada (Hoffman y Ison, 1980). La 
PPI tiene una máxima inhibición cuando el intervalo prepulso-pulso es de 120ms 
aproximadamente (Braff y cols., 2001). La PPI refleja un mecanismo protector ya que  analiza 
la información recibida por el prepulso evitando así la interferencia de otros estímulos, lo que 
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evita la sobrecarga de estímulos y la fragmentación cognitiva (Swerdlow y cols., 2001). Es 
uno de los métodos más usados para evaluar la capacidad del cerebro de filtrar información 
irrelevante, por lo que se considera la PPI como un parámetro de filtrado sensorial que se 
produce tanto en animales como en humanos (Graham, 1975; Braff y cols., 1978; Hoffman y 
Ison, 1980¸ Valls-Solé, 1998).  

 

 

 

 

 

 

La PPI no  presenta habituación (Wu y cols., 1984), sin embargo ésta puede observarse si los 
pre-estímulos tienen una intensidad cercana al umbral de detección (Gewirtz y Davis,1995). 
Por tanto, este proceso de inhibición no puede ser de ninguna forma un estímulo 
condicionado y tampoco presenta extinción. Al igual que se utilizan diferentes paradigmas 
para modular el RAS, en la PPI se utilizan cuatro paradigmas principales para su 
manipulación como el nivel de ruido de fondo, duración del prepulso, frecuencia del prepulso y 
tiempo entre prepulso y estímulo de sobresalto (Hsieh y cols., 2006).   

Cuando los intervalos de prepulso-pulso son mayores de 500 ms, el fenómeno se conoce 
como  facilitación prepulso (PPF de sus siglas en inglés pre-pulse-facilitation) (Graham y  
Murray, 1977) y refleja la mejora de la capacidad sensorial y la atención selectiva (Anthony y 
Graham,1985; Kumari y cols.,  2004).  

5.2. Sustrato neuroanatómico 

Circuito del Reflejo de Sobresalto 

El RAS tiene una corta latencia de respuesta, por lo que  se cree está mediado por un circuito 
sencillo. Únicamente se ha descrito en la rata (Lee  y cols., 1996), y  está formado por las 
neuronas de la raíz coclear (CRNs) (primeras neuronas troncoencefálicas en recibir 

Figura 3. Ejemplo de ensayo de medición de RAS y PPI 
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proyecciones de las neuronas del ganglio espiral), (Harrison y cols., 1962; Merchán y cols., 
1988; Osen y cols., 1991; López y cols., 1993, 1999; Gómez-Nieto y cols., 2014), el núcleo 
reticular pontino caudal (Pnc) (López y cols.,1999; Nodal y López, 2003), motoneuronas 
espinales, nervios periféricos y músculos (Lee y cols., 1996). Las neuronas del  PnC 
proyectan a las  neuronas motoras faciales y espinales que activan rápidamente las 
contracciones musculares (Lingenhöhl y Friauf, 1994; Lee y cols., 1996; Yeomans y 
Frankland, 1996; Koch y Schnitzler, 1997; Nodal y López, 2003; Gómez-Nieto y cols., 2014). 

En el humano, se han encontrado algunas neuronas en el PnC que proyectan a la medula 
espinal y a  núcleos motores craneales (Martin y cols., 1990; Koch, 1999), aunque a diferencia 
de las ratas, el sustrato anatómico que corresponde a las estructuras cerebrales que median y 
modulan el RAS no está definido. En cualquier caso, el patrón de respuesta muscular es 
consistente con un origen troncoencefálico (Brown, 1998; Valls-Solé, 2004), ya que el reflejo 
persiste en niños anencefálicos (Edinger y Fisher, 1913).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

El sustrato anatómico de las diferentes modulaciones del reflejo es más complejo, y 
desconocido en muchos casos. Se ha descrito que los procesos de facilitación del reflejo 
estarían mediados por las proyecciones de la corteza auditiva al colículo inferior (CI) 
(Andersen y cols., 1980a; Andersen y cols., 1980b; Liegeois-Chauvel y cols., en 1989; Brown, 
1998). Otra área de influencia sería la corteza motora, que ejercería una modulación 

Figura 4. Representación del circuito de sobresalto en la rata. Figura 

modificada de  Gómez-Nieto y cols., 2014. 
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inhibitoria sobre la RS, ya que pacientes hemipléjicos con lesiones vasculares que afectan a 
esta zona muestran una RS exagerada ipsilateral a la lesión (Voordecker y cols., 1997; 
Brown, 1998).  

Por otro lado, el incremento de la RS asociada al miedo y la ansiedad (Butler y cols., 1990; 
Brown, 1998) podría tener su sustrato en las conexiones existentes entre el núcleo central de 
la amígdala con la formación reticular pontina (Koch and Ebert, 1993;  Rosen y cols., 1991; 
Brown, 1998). Esta hipótesis viene avalada por la falta de regulación emocional de la RS 
observada en pacientes que presentan una lesión unilateral de la amígdala (Angrilli y cols., 
1996; Brown, 1998). En la misma línea, la estimulación eléctrica de la amígdala en ratas 
provoca un incremento en la amplitud del RS (Koch y cols., 1993; Brown, 1998, Koch, 1999).  

En relación  a las estructuras nerviosas implicadas en la PPI, hay mucha controversia. Se 
acepta que esta inhibición se produce antes de la formación reticular troncoencefálica, o en el 
mismo PnC. Entre otros núcleos, hay evidencias que implican a la SN,  ya que la lesión de 
este núcleo reduce la PPI en un 60% (Koch y cols., 2000). También formarían parte del 
circuito neural de la PPI diversos núcleos colinérgicos, que ejercerían una inhibición sobre el 
circuito del reflejo (Fendt y cols., 2001;  Bosch and Schmid, 2008; Gómez-Nieto y cols., 2008), 
bien a través de la proyección  del núcleo tegmental pedunculopontino (NTPP) sobre PnC 
(Koch y cols., 1993; Swerdlow y Greyer, 1993; Fendt y Koch, 1999) o a través de las neuronas 
colinérgicas del núcleo ventral del cuerpo trapezoide sobre el primer escalón del circuito de 
sobresalto (Gómez-Nieto  y cols., 2008).  
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Entre los múltiples circuitos postulados como sustrato anatómico de la PPI, el más aceptado 
es el de Fendt y cols., 2001, sobre el que nuestro laboratorio, ha postulado algunas 
modificaciones (Gómez-Nieto y cols., 2014), al menos en lo que afecta al circuito descrito en 
animales de experimentación. 

5.3. Evaluación del Reflejo auditivo de sobresalto  como herramienta diagnóstica 

 El estudio del RAS, al igual que el de la PPI, ha sido exhaustivo en los últimos años ya que se 
puede emplear como una medida fisiológica cuantitativa,  posee un fenotipo hereditario 
(Greenwood y cols., 2007, 2011, 2012; Swerdlow y cols., 2014), y  está alterado en diversos 
trastornos neuropsiquiatrícos, como la esquizofrenia (Braff y cols., 1978; Swerdlow y cols., 
2008,2014). Dentro de cada especie, las características de la PPI son muy similares en todos 
los individuos sanos, y por ello la medición de su latencia e intensidad se ha convertido en una 
prueba cada vez más usada para evaluar la capacidad del sistema nervioso para procesar la 
información (Graham, 1979; Hoffman y Ison, 1980; Valls-Solé, 1998; Swerdlow y cols., 2001). 

Figura 5. Bases neurales de la PPI. (modificado de Fend y cols., 2001). Abreviaturas: NC: núcleos  cocleares; Núcleo 
reticular pontino caudal (PnC), Colículo Inferior (CI), Colículo Superior (CS), Núcleo Tegmental Pedúnculo Pontino 

(NTPP),  Núcleo Tegmental Latero Dorsal (NTLD), Sistema Nervioso Reticular(SNR), Sistema Nervioso Central (SNC), 
Área Ventral Tegmental (AVT). 
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Evidencias previas halladas en la literatura, sugieren que el estudio del RAS y la PPI puede 
ayudar a establecer un diagnóstico clínico diferencial de los pacientes con síndrome 
parkinsoniano (Vidailhet y cols., 1992; Valldeoriola y cols., 1998; Millian-Morell y cols., en 

prensa), o  diferenciar el TE de la EP  en estadíos iniciales (Valls-Solé, 2000). 

Algo parecido sucede con otras enfermedades neurodegenerativas no relacionadas con las 
anteriores, como la EA y el DCL. Aunque la PPI no es un proceso estrictamente cognitivo, sí 
hay una relación entre PPI y el procesamiento cognitivo, de forma que una alteración de la 
PPI, conlleva o predice alteraciones cognitivas (Geyer, 2006). Los estudios realizados para 
correlacionar la PPI y la cognición no han sido concluyentes, debido probablemente al uso de 
paradigmas “pasivos” de medición de la PPI. La PPI puede ser modulada por procesos 
atencionales que involucran activación frontal (Filion y Poje, 2003), y es durante las pruebas 
con instrucción sobre la atención, cuando se puede obtener una correlación entre PPI y 
pruebas cognitivas, posiblemente porque comparten un proceso atencional común (Scholes y 
Martin-Iverson, 2009). Además, la evaluación de la PPI puede emplearse como parámetro 
objetivo para evaluar la eficacia de la terapia empleada, así como para ver la acción de 
diversas manipulaciones experimentales, fisiológicas o conductuales (Geyer y cols., 2001). 
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2. Hipótesis:  

Las lesiones anatomopatológicas de las enfermedades neurodegenerativas que directa o 
indirectamente afectan a los ganglios de la base y la corteza cerebral producen alteraciones 
funcionales de las sinapsis mediadas por diferentes neurotransmisores que de algún modo 
parecen estar implicadas en el RAS y sus modificaciones. Se pretende demostrar que las 
alteraciones del RAS y sus modificaciones pueden detectarse en estadíos preclínicos de 
pacientes con procesos neurodegenerativos y mostrar particularidades en su registro que 
ayuden a diferenciar enfermedades que comparten similares trastornos motores (EP y TE) o 
cognitivos (DCL y EA).  La evaluación del RAS y de su PPI, podría contribuir a la detección 
precoz y mejor clasificación de patologías con manifestaciones clínicas similares, lo que  
permitiría una  intervención farmacológica temprana que pueda retrasar o detener la evolución 
de la patología, así como establecer diferentes patrones de respuesta y asociarlos a un 
determinado grado evolutivo de la enfermedad. Al realizar un seguimiento de los pacientes, 
comprobaremos si las pruebas utilizadas tienen algún valor predictivo de la evolución de estas 
enfermedades.  

En la misma línea, el empleo de otros posibles biomarcadores, como polimorfismos de ADN 
asociados, podría colaborar en la identificación de los subgrupos, ayudando a mejorar el 
pronóstico por la individualización del tratamiento.  

Finalmente, las modificaciones de los parámetros acústicos y perceptuales de la voz y el 
habla, podrían ser usados como complemento a las técnicas  para valorar síntomas iniciales 
en distintas patologías neurodegenerativas. 

3.Objetivos 

Principal: 

El objetivo principal es demostrar la existencia de una alteración del RAS/PPI en los 
estadíos iniciales de ciertas enfermedades neurodegenerativas y validar esta prueba como 
una herramienta  auxiliar  para su diagnóstico precoz.  

 Específicos: 

1. Determinar si el RAS y la PPI está alterado en pacientes con DCL, EA, EP y TE  
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respecto a un grupo control. 

2. Valorar el grado de afectación motora y cognitiva en pacientes con enfermedades 
neurodegenerativas.  

3. Analizar las modificaciones del habla en pacientes con EA y EP.  

4. Determinar la prevalencia de diferentes polimorfismos genéticos en las enfermedades 
neurodegenerativas. 

5. Establecer correlaciones entre los marcadores estudiados.  
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4. Diseño Experimental: 

Hemos planteado el siguiente diseño experimental para lograr la consecución de los objetivos 
planteados.  

Para determinar la integridad de los mecanismos involucrados en el control del estado de 
alerta, realizaremos el estudio del RAS y de sus modulaciones, determinando la respuesta en 
diferentes paradigmas experimentales. 

Para evaluar la función cognitiva de los sujetos, al inicio del estudio, realizaremos una batería 
de pruebas neuropsicológicas a los participantes del estudio.  

Realizaremos un análisis informático de las grabaciones de las lecturas de un texto popular 
realizadas por los diferentes sujetos participantes en la investigación para estudiar las 
modificaciones del habla.    

Para determinar la prevalencia de diferentes polimorfismos de ADN en los procesos 
neurodegenerativos, analizaremos el ADN aislado de saliva de los pacientes, realizando 
posteriormente un genotipado para comparar pacientes y controles. 

Para estudiar la evolución de los procesos neurodegenerativos, realizaremos la prueba del 
RAS/PPI a los 9 meses después de la primera evaluación, junto a pruebas que nos permitan 
medir la función motora (en su caso) y la función cognitiva de los pacientes, aplicando análisis 
estadísticos de medidas repetidas  

Para correlacionar la prueba del reflejo auditivo de sobresalto con la evaluación cognitiva, 
motora y los polimorfismos de ADN, realizaremos correlaciones de Pearson bivariadas y un 
análisis estadístico multivariable, cuando sea aplicable.  
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5. Material y Métodos: 

5.1. Sujeto de Estudio 

Los pacientes seleccionados para el estudio procedían de la consulta externa del Servicio de 
Neurología del Hospital Clínico de Salamanca. En todos los casos, se realizó la historia clínica 
y una exploración neurológica completa. Se excluyeron los pacientes con patología sistémica 
severa, con trastornos psiquiátricos, (excepto la depresión leve), hipoacusia y aquéllos que 
usaban drogas recreativas e ilícitas. Todos los experimentos realizados fueron aprobados por 
el Comité de Bioética del Hospital Universitario de Salamanca y se realizaron siguiendo las 
directrices de la Declaración de Helsinki del 1964, tras la firma del Consentimiento Informado 
por parte de los sujetos de estudio. 

Los diferentes grupos estudiados fueron: 

5.1a. Grupo de pacientes con Deterioro Cognitivo Leve (DCL) 

Formado por 33 pacientes, con una media de edad 72,21+ 8,39 (20 mujeres, con una media 
de edad 72,4 ± 9,30; 13 hombres, media de edad 71,92 ± 7,1), diagnosticados de DCL en el 
Hospital Clínico Universitario de Salamanca según los criterios establecidos por Petersen y 
cols., 2001; y Grundman y cols., 2004; y la Sociedad Española de Neurología (GENCD-SEN, 
2003). 

5.1b. Grupo de pacientes con Enfermedad de Alzheimer (EA) 

Formado por 21 pacientes, con una media de edad de 72,64 + 7,51 (14 mujeres, de media de 
edad 71,33 ± 7,41; 7 hombres, de media de edad 75,43 ± 7,45), diagnosticados de  EA según 
los criterios elaborados por el NINCDS-ADRDA (McKhann  y cols., 1984; 2011) y los criterios 
de la sociedad española de Neurología (GENCD-SEN, 2003). Sólo se incluyeron pacientes en  
estadío inicial, con un test de Mini-Mental (MMSE) (Folstein y cols., 1975) menor de 23 puntos 
y que mantenían su autonomía en las actividades de la vida diaria. 

5.1c. Grupo de pacientes con Enfermedad de Parkinson (EP) 

Formado por 52 pacientes, con una media de edad de 68,58 ± 9,54 (24 mujeres, de media de 
edad de 69,08 ± 10,03; 28 hombres, de media de edad de 68,14 ± 10,05 ), diagnosticados de 
EP según los criterios del Banco de cerebros de Londres (Hughes y cols., 1992 ) y evaluados 
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clínicamente utilizando la escala de Hoehn y Yahr (Hoehn y Yahr, 1967), y la escala unificada 
para la evaluación de pacientes de EP (UPDRS por sus siglas en inglés) (Goetz y cols., 2008).  
Los pacientes incluidos en el síndrome parkinsoniano, presentaron bradicinesia y al menos 
uno de los siguientes signos: rigidez muscular, temblor de reposo de 4-6 Hz, o inestabilidad 
postural no causada por disfunción visual, vestibular, cerebelosa o propioceptiva. 

5.1d. Grupo de pacientes con Temblor Esencial (TE) 

Formado por 34 pacientes, con una media de edad de 63,46 ± 12,56 (17 mujeres, de media 
de edad de 63,59 ± 8,25; 17 hombres, de media de edad de 63,33 ± 15,86),  diagnosticados 
con TE según los criterios establecidos en el Consenso sobre el temblor de la Sociedad de 
Trastornos del movimiento (Consensus statement of the Movement Disorder Society on 
Tremor. Movement Disorders, Deuschl y cols., 1998) y evaluados mediante la Escala de 
evaluación del temblor esencial (TETRAS, por sus siglas en inglés). Los pacientes incluidos en 
este Grupo mostraban un temblor postural bilateral visible y persistente en extremidades 
superiores, de más de 5 años de duración.  

5.1e. Grupo de controles  

Formado por 37 voluntarios sanos, con una edad media de 71,94 ± 14,69 (18 mujeres con una 
media de edad de 71,45 ± 18,78 y 17 hombres, con una media de edad de 72,56 ± 10,12).   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 6. Espectro de la muestra empleada en el estudio, distribución de pacientes por patología y género. 
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5.2. Técnicas a emplear 

5.2.1. Evaluación cognitiva y motora  

5.2.1a. Evaluación cognitiva  

La evaluación cognitiva se realizó mediante la aplicación de la batería de test 
neuropsicológicos siguientes: 

-Mini-Mental State Examination [MMSE] de Folstein (Folstein y cols., 1975): Versión 
reducida del test, que consiste en una serie de preguntas que evalúan diferentes funciones 
cognitivas. El tiempo de realización es de 5 a 10 minutos. La puntación máxima es de 30 
puntos, indicando deterioro cognitivo una puntuación menor de 23. La prueba evalúa 
orientación temporo-espacial, memoria verbal inmediata, memoria de evocación, atención y 
cálculo,  lenguaje y praxis constructiva. 

- Wechsler Memory Scale (WMS III): 

La “prueba de memoria de Wechsler” evalúa la atención y la memoria de trabajo auditiva y 
espacial, utilizando estímulos visuales y auditivos. Es un instrumento clínico, de aplicación 
individual, diseñado para medir aspectos importantes de la memoria y el aprendizaje en 
poblaciones adolescentes y adultas (Guinea-Hidalgo y cols., 2009). La prueba evalúa la 
orientación, memoria lógica, memoria verbal y visual (Brooks,1976). El aprendizaje asociativo 
se evalúa mediante el aprendizaje de pares de palabras con distinto grado de dificultad. La 
memoria lógica se mide mediante la prueba de “Números y Letras”, en la cual el sujeto tiene 
que poner los distintos números y letras en orden cronológico. La memoria verbal se evalúa 
mediante el “test de textos” en el cual el examinado escucha dos historias diferentes que el 
examinador lee, e inmediatamente después de oír cada historia, se pregunta al examinado. El 
examinado es puntuado por la precisión de la retención que haya tenido de las historias y por 
su habilidad para recordar los temas de las historias. 

-Test de Isaac  

El test de Isaac (Isaacs y Akhtar, 1972) consiste en pedir al paciente que diga elementos de 
ítems específicos. Se le va indicando cada ítem y tiene que decir elementos adecuados para 
el ítem sin detenerse, hasta que se le indique. Se le da un minuto para cada ítem, pero si 
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consigue decir 10 elementos del mismo sin repetición, se pasa ya al siguiente ítem. Este test 
de fluencia verbal semántica, es útil en el caso de pacientes analfabetos, o con déficit 
sensoriales, y requiere muy poco tiempo para su realización. Se anotan todas las respuestas, 
y es útil conservar los resultados para el seguimiento evolutivo del paciente. Se  considera que 
el resultado normal para adultos es de 29 ó más aciertos, y de 27 ó más si se trata de 
ancianos. Los errores se contabilizan (por su valor para el seguimiento evolutivo del paciente), 
pero no restan puntos al total. Este test tiene una sensibilidad del 79 %, y una especificidad 
del 82 %. 

-Cuestionario de Actividades de la vida diaria de Pfeffer  

El cuestionario Pfeffer (Pfeffer y cols., 1982) consiste en una escala que permite detectar  
casos leves de demencia a través de cuestiones que evalúan la capacidad para desarrollar 
actividades sociales complejas, las llamadas actividades instrumentales de la vida diaria. Cada 
ítem se puntúa del siguiente modo: 

0:  Normal; o nunca lo hizo pero podría hacerlo solo/a. 
1:  Con dificultad pero se maneja solo; o nunca lo hizo y si tuviera que hacerlo 
ahora tendría dificultad. 
2:  Necesita ayuda (pero lo hace). 
3:  Dependiente (no puede realizarlo). 

Una puntuación total por debajo de 6 indica normalidad (no dependencia), una puntuación 
mayor de 6 indica alteración funcional.  

-Escala de la Depresión Geriátrica (GDS por sus siglas en inglés, Yesavage et al., 1983) 

Instrumento que permite detectar síntomas de depresión en ancianos y medir la evolución  de 
esos síntomas. La prueba consta de 30 preguntas, en las que se pide al anciano que elija la 
contestación que más  se aproxime a su estado de ánimo de las últimas semanas. La 
contestación es dicotómica (SI/NO), siendo la puntuación máxima 30 puntos.  Dependiendo de 
la  puntuación obtenida al aplicar esta prueba tenemos que:  

a. Una puntuación de 0 a 10 debe ser considerada como normal.  
b. 11 ó más, como un posible indicador de depresión.  
Por tanto, se establece el punto de corte de 11 puntos, a partir de ahí, se definen dos 
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grados de depresión:  
b1. 11 a 14 puntos (moderadamente deprimido).  
b2. 15 a 39 puntos (severamente deprimido).  

5.2.1b. Evaluación motora  

Para los pacientes diagnosticados con EP y TE, se aplicaron test específicos para medir el 
grado de afectación motora. A los pacientes con alteraciones motoras como son los pacientes 
con EP se les aplicó el UPRDS para evaluar el grado de afección motora. A los pacientes con 
TE, quienes también presentan alteraciones motoras, se les evaluó utilizando el TETRAS para 
ver el grado de afección motora.  

Evaluación motora a los Pacientes de Parkinson utilizando el UPRDS. 

Se emplea la escala unificada para la evaluación de la Enfermedad de Parkinson UPRDS 
(Unified Parkinson's Disease Rating Scale) (Goetz y cols., 2008) y para seguir el avance de la 
enfermedad. Consta de 4 subescalas, que evalúan estado mental, actividades de la vida 
diaria, examen motor y complicaciones del tratamiento, con puntuaciones de 16, 52, 68 y 23, 
respectivamente que suman un total de 159 puntos para la escala completa.  

Evaluación motora a los pacientes de Temblor esencial 

El TETRAS (The Essential Tremor Rating Assessment Scale) evalúa el impacto del temblor 
del paciente en las actividades de la vida diaria, mediante la realización de una serie de 
movimientos consecutivos (Deusch y cols., 1998). 

La exploración comienza con la valoración del temblor en la cabeza, observando al paciente 
de frente y evidenciando la magnitud del mismo.  

• El temblor de la mandíbula se valora observando al paciente de frente, con la boca cerrada, 
discretamente abierta, al sonreír y el temblor facial también se valora al cerrar los ojos.  El 
temblor de la voz se analiza durante la emisión de silaba sostenida (aaaaa o eeeee) y durante 
la lectura del protocolo establecido para el análisis de la voz.  

• La valoración del temblor de miembros superiores se realiza con tres maniobras: brazos 
extendidos hacia el frente, brazos extendidos hacia los lados y la prueba dedo- nariz-dedo. –
Esta última incluía 10 repeticiones con cada brazo, y  el temblor de intención era calificado en 
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el período terminal de la prueba cuando el dedo del paciente toca el dedo del examinador; con 
una puntuación de 0 a 2: 0=no temblor de intención, 0,5=probable, 1=definitivo, 
2=incapacitante. 

• El temblor del miembro inferior se evalúa para cada extremidad inferior, con el paciente 
sentado en la silla y pidiéndole que extienda su rodilla y eleve la extremidad del suelo durante 
5 segundos y luego se le pide que realice la maniobra de coordinación  talón-cara anterior de 
la pierna, 5 veces con cada extremidad.  

• La valoración del temblor durante la escritura se realiza con la ejecución de la copia de la 
espiral de Arquímedes, y la escritura de una frase determinada, las cuales se realizan con la 
mano dominante,  

• Tarea de aproximación del punto. Se hace pidiéndole al paciente que sostenga con la mano  
dominante un lápiz y que lo acerque lo más posible a una hoja de papel como si quisiera hacer 
un punto, pero sin tocar la hoja.  
 
5.3. Análisis del habla 

El registro de los patrones temporales de voz se realizó utilizando la metodología de Meilán y 
cols., 2014 y Martínez-Sánchez y cols., 2015, para los pacientes con EA y EP 
respectivamente.  La tarea de lectura, realizada bajo condiciones controladas, consistía en 
leer en un monitor con un tamaño de letra de 48 puntos para facilitar su lectura, la primera 
frase del libro «El Quijote» de Miguel de Cervantes. El párrafo está compuesto por 126 
sílabas. Si bien no está equilibrado fonéticamente, se seleccionó por su familiaridad para 
todos los participantes. Las grabaciones las realizó el mismo examinador en una sala aislada 
del ruido, pero no aislada acústicamente, ubicando el micrófono a 8 cm y en un ángulo 
aproximado de 45◦ de la boca para evitar el ruido aerodinámico. La valoración de la velocidad 
de elocución implica la detección del núcleo silábico. La identificación de las sílabas y pausas 
se realizó automáticamente mediante el empleo del algoritmo desarrollado por De Jong y 
Wempe (De Jong y Wempe, 2009),  que analiza los picos de intensidad precedidos y seguidos 
por caídas de intensidad de al menos 2 dB; este procedimiento se ha mostrado válido y fiable 
en estudios de fluidez verbal. Tras la identificación automática del núcleo silábico, se verificó 
cada uno de ellos empleando el sonograma y espectrograma de banda ancha y, en su caso, 
se procedió a su corrección. La identificación de pausas se realizó también de forma 
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automática, estableciendo como criterio de pausa los segmentos sin sonido ≥ 300 ms, así 
como también los segmentos ≥ 10 ms para identificar las micropausas, por ser este un criterio 
frecuentemente utilizado en estudios de fluidez verbal en la EP. 

Los análisis se centraron en medidas acústicas comunes del habla, incluyendo aspectos 
temporales de la muestra de voz, el tono (F0), volumen (intensidad), y la calidad de voz. Para 
caracterizar los aspectos temporales de la muestra de voz, se calculó la duración de la 
muestra de voz utilizado (duración total del párrafo de Don Quijote, el tiempo de fonación, y la 
velocidad de lectura y la articulación), la interrupción del sonido (proporción y el número de 
pausas de la voz, el porcentaje de la grabación sin voz, y el número y el porcentaje de roturas 
de voz), y los períodos de voz (número de pulsos analizados como voz, y el número de 
períodos de voz). Para caracterizar el tono 0, frecuencia fundamental (F0), se analizó la 
frecuencia fundamental (media F0, los valores máximos y mínimos de F0, tono global y 
medidas de autocorrelación), y las fluctuaciones en la frecuencia del sonido [jitter (a corto 
plazo, ciclo a ciclo, la perturbación de la F0 de la voz): jitter locales, jitter local absoluta, 
promedio perturbación relativa al jitter, y el cociente 5 del jitter]. Para caracterizar las 
fluctuaciones en la amplitud del sonido, se calculó la intensidad (en dB) de las señales 
sonoras, y las medidas de estabilidad fonatoria [shimmer período de perturbación (a corto 
plazo, de ciclo a ciclo, perturbación en la amplitud de la voz) : shimmer locales, shimmer 
cociente perturbación de amplitud (apq por sus siglas en inglés amplitude perturbation 
quotient) 3, shimmer apq5 y shimmer apq11]. Por último, hemos calculado las medidas de 
calidad de la voz del hablante. Se calcularon dos medidas espectrales de ruido: la relación de 
ruidos armónicos y la relación ruido- el ruido de los armónicos. 

5.4.  Determinación de los polimorfismos genéticos  

Para llevar a cabo este objetivo, empleamos ADN obtenido de los pacientes mediante la 
obtención de una muestra de saliva, sobre la que posteriormente determinamos los 
polimorfismos de ADN utilizando la técnica de PCRs. Realizamos los siguientes experimentos 
para cumplir este objetivo. 

5.4.1. Recogida de la muestra de saliva y aislamiento del ADN 

El análisis de ADN de los individuos se realizó a partir de muestras de saliva recogidas en el 
recipiente estéril del kit Nucliber, #1035210700. Posteriormente, se aísla el ADN, según la 
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metodología descrita en por el fabricante  (Nucliber, #1035200200). 

5.4.2. Genotipado del ADN 

El genotipado de polimorfismos de un único nucleótido (SNPs, single nucleotide 
polimorfism), utilizando ensayos TaqMan® (Applied Biosystems; Foster City, CA) es una 
herramienta  empleada para discriminar entre dos alelos de un SNP específico en los estudios 
de análisis del contenido genómico. El método implica el uso de cebadores directo e inverso 
para amplificar la secuencia especifica del polimorfismos de interés. Se utilizan dos sondas 
marcadas con diferentes colorantes en su extremo 5’ para detectar el alelo de interés; una de 
las sondas está marcada con el cromógeno VIC®, y detecta la secuencia "Alelo 1", mientras 

que la otra está marcada con el colorante 6FAM™ (6‘carboxifluoresceína), que detecta la 

secuencia "Alelo 2" (figura 7). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Hemos analizado los SNPs del gen que codifica la  neuregulina 1 (NRG1), del gen que 
codifica la Catecol-O-metiltransferasa (COMT) y de genes que codifican receptores 
dopaminérgicos, D2 (Drd2) y D3 (Drd3).  

Figura 7. Principio de discriminación alélica utilizando TaqMan ® SNP Genotyping Assays. (1) componentes del 
ensayo y la plantilla de ADN: Primers de foward y reverse para amplificar la secuencia polimórfica de interés. (2) 
Paso de desnaturalizado y los componentes del ensayo. (3) Generación de polimerización y señal: Taq 
polimerasa comienza a sintetizar una nueva cadena y se encuentra con la sonda de recocido. El 5’ - colorante 
fluorescente unido de la sonda apropiada se separa (5’→ 3’ actividad exonucleasa de la Taq polimerasa). Señal 
de fluorescencia ya no se apaga y ahora se puede detectar con excitación por láser.  
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Para el estudio de los polimorfismos, se realiza la obtención y secuenciación  del ADN de los 
exones y regiones intrónicas adyacentes (50 nt. antes del  inicio y después de la terminación  
del  exón)  de los genes seleccionados.   

Después de extraer el ADN genómico a pacientes y sujetos controles, se realizó el genotipado 
de los polimorfismos a estudiar,  utilizando sondas comerciales (Tabla 1). 

Gen Abreviatura Polimorfismo Sonda utilizada Casa comercial 

Catecol-O-metiltransferasa  COMT rs4680 C_25746809_50 Applied Biosystems 

Receptor D2 dopamina Drd2 rs6277 C_11339240_10 Applied Biosystems 

Receptor D2 dopamina Drd2 rs1800497 C_7486676_10 Applied Biosystems 

Receptor D3 dopamina Drd3 rs6280 C_949770_10 Applied Biosystems 

neuregulina 1 NRG1 rs3924999 C_359159_10 Applied Biosystems 

neuregulina 1 NRG1 rs6994992  C_22019_10 Applied Biosystems 

 

 

El análisis de los polimorfismos fue realizado utilizando ensayos de discriminación alélica 
TaqMan 5' exonucleasa - (Applied Biosystems) que contienen la secuencia específica de 
cebadores de avance y retroceso para amplificar las secuencias polimórficas, y dos sondas 
marcadas con colorantes VIC® y FAM™ respectivamente, que detectan ambos alelos de cada 
polimorfismo (Schleinitz y cols., 2011). Las reacciones de polimeración en cadena  (PCR) se 
llevaron a cabo utilizando sondas TaqMan (PCR Universal Master Mix; Applied Biosystems) 
siguiendo las instrucciones del fabricante en un Step-One Plus Real-time PCR system 
(Applied Biosystems). Para evaluar la reproductibilidad, se seleccionaron al azar un 5% de las 
muestras y se repitió el genotipado. 

 

 

Tabla 1. Resumen de los polimorfismos de los genes estudiados. 
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5.5. Medición del Reflejo Auditivo de Sobresalto y sus modificaciones 

Equipo de medición del RAS y sus modificaciones 

La medición de la respuesta de contracción muscular se realizó mediante un electromiógrafo 
especial SRLAB (SR-HLAB™, SanDiego Instruments, CA, USA), que permite registrar la 
respuesta de sobresalto en múltiples paradigmas experimentales. Éste va conectado a un 
ordenador, en el cual se archivan los datos para su posterior análisis. 

El estímulo acústico se administra biauralmente a través de unos auriculares (SONY MRV-6) 
conectados al sistema comercial, y se registra la actividad del orbicularis oculi mediante 
electrodos de superficie, colocando el electrodo activo sobre el músculo y el referencial sobre 
la apófisis mastoides ipsilateral (figura 8). La actividad electromiográfica (EMG) se registró 
usando un filtro de paso alto de 30 Hz y un filtro de paso bajo a 1000 Hz y un filtro de red de 
50 Hz. 

 

 

 

 

 

 

 

 

Procedimiento  

La prueba se realiza con el individuo sentado cómodo, lo más relajado posible en una silla con 
los brazos apoyados. La sesión dura aproximadamente 30 minutos, y se inicia después de un 
período de aclimatación de 5 minutos, escuchando únicamente el ruido de fondo (ruido blanco 
de 70dB), que se mantiene a lo largo de la prueba. Los pulsos desencadenantes de RAS 
están formados por ráfagas de 40 ms de ruido blanco, con una intensidad de 115 dB. Cuando 

Figura 8. Equipo de medición del RAS y colocación de los electrodos. 
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se realiza la medición de la inhibición del reflejo de sobresalto por un prepulso auditivo, estos 
estan formado por prepulsos de ruido blanco, de 20 ms de duración, con una intensidad de 
85dB, que no desencadenan ninguna respuesta refleja por sí mismos. La sesión consta de 4 
bloques con pulsos de 115 dB de presión sonora (SPL por sus siglas en inglés) únicamente y 
una mezcla de pulsos y prepulsos-pulsos. Los intervalos entre pulso y prepulso (ISI) fueron de 
60, 120 y 1000 ms. Los trials con ISI de 1000 ms desencadenarán la facilitación del reflejo de 
sobresalto. Los bloques inicial y final están compuestos sólo de pulsos, para evaluar el reflejo 
de sobresalto y la habituación, respectivamente. Cada uno de los 2 bloques centrales contiene  
9 pulsos solos, 9 prepulsos-pulsos con  cada uno de los distintos ISI, y tres trials nulos sin 
estímulo auditivo, presentados en orden aleatorio, y separados por distintos intervalos intertrial 
(13–23s).  

Análisis de datos 

El análisis de datos se realizó off-line, revisando cada una de las respuestas  de la sesión para 
eliminar aquéllas en las que el sujeto no responde, o en las que se registra una respuesta 
anormal que no es desencadenada por los estímulos, sino que es debida a un movimiento 
voluntario o ruido muscular (figura 9). Para este análisis, se utilizó el programa de análisis del 
sistema. Se analizó la respuesta en los primeros 200ms, determinando el punto donde se 
produce la amplitud máxima, calculándose el tiempo en milisegundos (ms) que tarda en 
alcanzarse esa respuesta para ver la latencia de respuesta. 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figura 9. Registro electromiográfico de la respuesta muscular obtenida con el Programa  SR-HLab  
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Tras el análisis de la sesión, se calcula la magnitud porcentual de la PPI y la PPF para cada 
intervalo de prepulso según la siguiente fórmula :  

La habituación se calcula como la diferencia entre la media de la amplitud de respuesta 
cuando hay únicamente un pulso del primer bloque y la media de la amplitud respuesta en las 
mismas condiciones  del bloque final. 

5.6. Análisis Estadístico 

Todos los análisis estadísticos se llevaron a cabo con el programa SPSS (versión IBM 20.0 
para Windows; SPSS Inc, Chicago, Illinois, USA). La descripción de los datos se efectuó 
mediante media ± error estándar de la media (EEM), para variables continuas. 

Los resultados fueron analizados por medio de la correlación de Pearson (y su 
correspondiente de modelo de regresión lineal) para conocer la relación o covarianza entre 
diferentes variables cuantitativas. Para las comparaciones entre dos grupos, se empleó la t de 
Student o la U de Mann Witney con el objeto de contrastar los valores medios en variables 
cuantitativas en los diferentes pares de grupos.  

Cuando las comparaciones se realizaban entre más de dos grupos independientes como un 
solo factor, se empleó el Análisis de la Varianza (ANOVA) con los correspondientes contrastes 
a posteriori de Sheffe.  

En los estudios longitudinales se empleó el ANOVA de medidas repetidas (Con 
comparaciones de Bonferroni) y, habiendo un factor intersujetos, se empleó en ANOVA mixto 
o Split-Plot (en este caso también con contrastes de Sheffe) 

El nivel de significación estadística, en todos los casos, fue p≤ 0,05. 

Los análisis de voz fueron realizados con el mismo paquete estadístico. Se empleó la prueba 
de comparación de medias de t de Student de muestras independientes para comparar ambos 
grupos y definir de esta manera el perfil diferencial en los aspectos prosódicos entre ambos 
grupos experimentales. 

%PPI  = (amplitud del RAS)-(amplitud del RAS en ensayos con estímulo previo) x100 

(amplitud del RAS en ensayos sin estímulo previo) 
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Los análisis de los polimorfismos se realizaron mediante la  prueba de chi-cuadrado (X2) o la 
exacta de Fisher cuando era apropiado. Los análisis de comparación múltiple se realizaron 
con pruebas de regresión logística. Para determinar si la presencia de una variable es factor 
de riesgo para un particular, y comparar la magnitud del riesgo que conlleva el presentar esa 
variable en una población,  se calcula el porcentaje de aparición de (OR, de sus siglas en 
inglés odds ratio (OR) de cada genotipo. Las comparaciones de la magnitud del OR se define 
como OR=1 no presenta ningún riesgo, OR>1 presenta un una magnitud de asociación de 
riesgo mayor, OR<1 la magnitud de asociación con un riesgo es menor. Para estimar la 
precisión de la OR se utiliza el intervalo de confianza al  95% (IC). Un IC grande indica un bajo 
nivel de precisión de la OR, mientras que un IC pequeño  indica una mayor precisión de la OR 
(Szumilas, 2010).  
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6.Resultados  

6.1. Análisis de la Evaluación Cognitiva y motora 

6.1.1. Evaluación Cognitiva 

Hemos realizado una evaluación cognitiva de los pacientes utilizando diversos test que miden 
la independencia del paciente (Escala funcional de Pfeffer), el deterioro 
cognitivo (cuestionario MMSE), la depresión (GDS), la fluencia verbal semántica (test de 
Isaac), y  la evaluación de la atención y la memoria de trabajo auditiva y espacial (test de 
Wechsler III).  

6.1.1a. Evaluación funcional 

En la escala funcional de Pfeffer,  mide las actividades funcionales de los sujetos de manera 
inversa, siendo 0 las personas autónomas y 33 las más dependientes,  encontramos que hay 
una diferencia significativa entre controles y EA (p=0,001) (figura 10A). También encontramos 
diferencias significativas entre los pacientes de EA y los de DCL (p=0,006), entre los pacientes 
de EA y los de EP (p=0,00) y entre los pacientes de TE y los pacientes de EA (p=0,000). En la 
tabla 2 se detallan las puntuaciones obtenidas por los integrantes del estudio. Los análisis por 
género muestran diferencias entre las mujeres con EA y las mujeres con TE (p=0,016). En los 
hombres, encontramos diferencias entre los pacientes con EA y los controles (p=0,009). Los 
hombres con EA se diferencian del resto de grupos (con pacientes con DCL (p=0,044), 
pacientes con EP (p=0,003), y por último pacientes con TE (p=0,00). Como se resumen en la 
figura 10B, los hombres presentaron peores puntuaciones en las actividades de la vida diaria, 
particularmente los pacientes con EA. 
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6.1.1b. Deterioro cognitivo  

Los pacientes con EA muestran un  mayor deterioro en sus funciones cognitivas, obteniendo 
una puntuación muy baja en el test MMSE, con una diferencia significativa en relación a los 
controles (p=0,000). En los análisis inter-sujetos, los pacientes con EA se diferencian 
significativamente del resto de grupos (p=0,015), de los pacientes con DCL (p=0,000), de los 
de los pacientes con EP  (p=0,000) y los pacientes con TE.   

También, los pacientes con DCL tienen un deterioro cognitivo significativamente menor que 
los pacientes con TE  (p=0,019), (figura 11A.) En los análisis por género demuestran que hay 
diferencias entre las mujeres con EA y las mujeres control (p=0,00), las pacientes con DCL 
(p=0,006), las pacientes de EP (p=0,000) y con las de TE. Las mujeres con DCL, a su vez, se 
diferencian significativamente de las mujeres con TE (p=0,041).  

En los hombres, se detectan diferencias entre los pacientes con EA y los controles (p=0,013), 

Figura 10. A. Puntuación escala funcional en las enfermedades neurodegenerativas. B. Puntuación escala 
funcional analizado por género en las enfermedades neurodegenerativas. Los puntos representan valores 
medios ± EEM. 
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los pacientes con EP (p=0,002), y los pacientes con TE (p=0,006). Los análisis por género se 
encuentran en la figura 11B. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

6.1.1c. Escala de Depresión geriátrica 

Analizamos el grado de depresión de los pacientes utilizando el  GDS. Una puntuación de 0 a 
10 debe ser considerada como normal; 11 ó más, como un posible indicador de depresión; 11 
a 14 puntos (moderadamente deprimido) y 15 a 39 puntos (severamente deprimido). Los 
resultados obtenidos no permiten apreciar diferencias ente los grupos.  (Tabla 2). 

6.1.1d. Fluidez verbal 

La fluidez verbal, medida a través del Test de Isaac, sólo se muestra alterada de forma 
significativa en los pacientes de EA en relación a los controles (p=0,000), y con el resto de 
grupos de pacientes con patologías neurodegenerativas (p=0,00) (tabla 2). También, los 
pacientes con DCL muestran diferencias significativas con los pacientes con TE (p=0,013) en 

Figura 11. A. Puntuación del MMSE en las enfermedades neurodegenerativas. B. Puntuación del MMSE 
analizado por género en las enfermedades neurodegenerativas. Los puntos representan valores medios ± 
EEM.  
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este parámetro. Si contemplamos el género de la muestra, se aprecia que las mujeres con EA 
se diferencian de las mujeres control (p=0,033). También se diferencian las mujeres EA con el 
resto de grupos de pacientes con patologías neurodegenerativas (con las mujeres DCL 
(p=0,005) y con las mujeres EP y TE (p=0,00)). Las mujeres con DCL se diferencian de las 
mujeres control (p=0,049). Los hombres con EA se diferencian de los hombres control (p 
=0,000). Con el resto de patologías, también hay diferencias entre los hombres con EA y los 
que presentan DCL (p=0,11), y entre los  hombres con  EP y los de TE (p=0,000).  

En el caso del ítem de la letra P, los pacientes con DCL se diferencian de los controles 
(p=0,010). Al hacer el análisis intra-grupos, encontramos que los pacientes con EA tienen un 
menor número de aciertos en comparación a los pacientes con TE, con una diferencia 
significativa (p=0,031). También se diferencian significativamente los pacientes con DCL en 
relación a los pacientes con TE (p=0,00) y a los pacientes con EP (p=0,005).  

6.1.1e. Test de Wechsler  

Esta prueba es una herramienta general de evaluación de la memoria en sus diferentes 
procesos de codificación, retención y recuperación. La prueba completa consiste en 11 
subescalas, de las que nosotros hemos utilizado las tres dedicadas a los procesos de 
atención, procesos ejecutivos y memoria auditiva: La subescala de Textos, Parejas de 

palabras, y Letras y números en los diferentes procesos evaluados. 

Hemos encontrado en el análisis de varianza que, lógicamente, los pacientes con EA 
mostraron puntuaciones más bajas en todas las pruebas utilizadas que los respectivos 
controles y que el resto de pacientes. Esto ocurre tanto en mediciones de recuerdo como de 
reconocimiento de textos I y II (p=0,01), Números y Letras (p=0,001); parejas de palabras 
(p=0,05) y reconocimiento de parejas de palabras (p=0,001). Los análisis de 
comparaciones por pares han mostrado una significativa peor ejecución en la subescala de 
textos I de recuerdo libre, de los ítems de los pacientes con EA  frente a los pacientes con 
EP y TE (p=0,01 respectivamente). También, encontramos diferencias significativas entre el 
grupo de pacientes con DCL con respecto a los pacientes con TE (p=0,001) y entre el grupo 
de TE y EP (p=0,01).  Por último, en la variable pendiente de aprendizaje auditivo, la 
diferencia entre la recuperación en la primera y segunda ocasión en que se oye la historia, 
encontramos diferencias entre el grupo de EA frente al grupo de EP (p=0,05) y de TE 
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(p=0,001). Los pacientes de DCL también difieren en esta variable de los pacientes con EA 
(p=0,05). En el recuerdo de textos II, los pacientes con TE obtuvieron una puntuación mayor 
que los pacientes con EA (p=0,001), con DCL (p=0,001) y con EP (p=0,001). Los pacientes de 
EA tienen una puntuación significativamente menor que los pacientes con EP (p=0,01). Un 
resultado semejante se obtuvo con la prueba de reconocimiento de las ideas presentes en 
los textos. Los pacientes con TE obtuvieron valores significativamente superiores a los 
pacientes con EA (p=0,001), con DCL (p=0,001) y EP (p=0,05). La puntuación obtenida por los 
pacientes con EA fue significativamente menor que la obtenida por los pacientes con EP 
(p=0,05). Podemos concluir que la codificación y retención de información auditiva está 
seriamente dañada en los pacientes con EA frente a los pacientes con EP y TE, y que este 
proceso muestra también un severo deterioro en los pacientes con EP frente a los pacientes 
con TE. 

En cuanto a la subescala de Letras y Números, los pacientes con EA obtuvieron una 
puntuación menor que los pacientes con EP (p=0,01) y que los pacientes con TE (p=0,01). Los 
pacientes con DCL también obtuvieron menores puntuaciones que os pacientes con TE 
(p=0,05). De este modo, podemos concluir que los pacientes con EA y DCL mostraron déficits 
significativos en los procesos ejecutivos de memoria a corto plazo frente a los pacientes con 
EP y TE.  

En cuanto a la subescala de Parejas de Palabras, los pacientes con TE obtuvieron la 
puntuación más altas, encontrándose diferencias significativas frente a los pacientes con EA 
(p=0,01), con DCL (p=0,01) y con los pacientes con EP (p=0,05). Los pacientes con DCL 
obtuvieron menores puntuaciones que los pacientes de EP (p=0,006). En cuanto a la 
pendiente de aprendizaje, diferencia entre la primera prueba y la cuarta, los pacientes con 
TE obtuvieron mayores puntuaciones frente a los pacientes con EA (p=0,001), con DCL 
(p=0,01), y con EP (p=0,05). Por  tanto, parecen mostrarse claros deterioros en los pacientes 
con EA, DCL y EP en cuanto a la capacidad de codificar y recuperar asociaciones, además de 
retener estas asociaciones por medio de la repetición. En la prueba de reconocimiento de las 
parejas de palabras, de nuevo los pacientes con TE obtuvieron puntuaciones mayores  frente 
a los pacientes con EA (p=0,001), con DCL (p=0,001) y con EP (p= 0,05). Luego, no es tanto 
un problema de recuperación, sino un deterioro en los procesos de codificación de nuevas 
asociaciones. Estos mismos resultados se obtuvieron en el análisis del porcentaje de 
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retención de las parejas de palabras. Los pacientes con TE obtuvieron puntuaciones más 
altas frente a los pacientes con EA (p=0,001), con DCL (p=0,001) y con EP (p=0,05).  Los 
pacientes con EA tuvieron puntuaciones más bajas que el resto de los grupos (p=0,001). De 
este modo, se confirma el déficit en los procesos de codificación y retención de los pacientes 
con EA, DCL y EP frente a los pacientes con TE. 



	  

	  	  	  	  	  	  
	   	   	   	  

 Control 

(n=35) 

EA 

(n=22) 

DCL 

(n=34) 

EP 

(n=52) 

TE 

(n=34) 

aValor 
de F 

b Valor de 
p 

Actividades Funcionales 1,4±1,4 

 

 

7,92±0,8 

 

9,3±1,2 

 

10,7±1,0* 

 

7,5±0,9 7,4 

 

0,000** 

 Escala de depresión geriátrica 6,6±1,5 3,5±0,7* 

 

9,0±1,9* 

 

3,1± 0,9 

 

0,9± 0,4 2,4 

 

0,05* 

 
Mini mental 27,2±0,9 

 

24,5±0,9 

 

20,7±1,0* 

 

26,5± 0,4 

 

27,6±0,5 

 

14,9 

 

0,00** 

 
Test de Isaac 

 

36,7±1,2 

 

34,8± 0,9 

 

27,3±1,7* 

 

37,1± 0,5 

 

38,9±0,4* 

 

18,6 

 

0,00** 

 
Test de Isaac letra P 8,5±0,6 

 

6,6± 0,5* 

 

7,1± 0,6 

 

8,1±0,3 

 

9,1±0,3 

 

4,4 

 

0,002** 

 

Te
st 

De
 W

ec
hle

r 

Texto 22,0±2,8 

 

13,6±2,2* 

 

8,3± 2,1* 

 

20,1±1,7 29,0±2,1 12,7 

 

0,00** 

 Pendiente de aprendizaje 3,1±0,6 

 

2,1± 0,5 

 

0,8±  0,5* 

 

2,9±0,4 

 

4,2±0,5 

 

5,7 

 

0,00** 

 
Recuerdo de Texto 12,2±2,2 

 

5,9± 1,6* 

 

1,6± 1,5* 

 

10,5±1,4 

 

17,8±1,8 

 

12,1 

 

0,00** 
Reconocimiento de Texto 19,4±1,0 

 

18,1± 0,8 

 

16,1± 0,8* 

 

19,8± 0,7 

 

22,6±0,7* 

 

8,8 

 

0,00** 
Porcentaje de Reconocimiento de Texto 65,7±8,2 36,2±7,6* 10,7±7,5* 

 

60,6±5,5 

 

73,4±5,5 

 

14,7 

 

0,00** 

Letras y Números 4,6± 0,7 

 

3,0± 0,5 

 

1,57±0,6* 

 

4,1±0,4 

 

5,1± 0,5 

 

6,8 

 

0,00** 
Parejas de Palabras 9,2±1,5 

 

3,1±1,2* 

 

4,0±1,3* 

 

8,3±1,0 

 

12,5±1,2 

 

12,0 

 

0,00** 
Pendiente de aprendizaje 1,2±0,4 

 

1,0±0,3 

 

1,5±0,4 

 

2,2±0,3 

 

3,5±0,3* 

 

9,2 

 

0,00** 

Recuerdo de Parejas de Palabras 2,5±0,5 

 

1,1± 0,4* 

 

1,1±0,5 

 

2,6±0,3 

 

4,1±0,4* 

 

9,2 

 

0,00** 

Porcentaje de Retención 66,3±10,9 

 

31,2±8,6* 33,9±11,5 

 

55,2±6,7 

 

84,6±6,3 

 

7,7 

 

0,00** 

Reconocimiento Pareja de Palabras 22,9±0,7 

 

21,5±0,7 

 

17,8± 0,9* 

 

22,8 ±0,4 

 

23,8±0,2* 

 

15,4 

 

0,00** 
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6.1.2 Evaluación Motora 

Evaluamos la afectación motora en los pacientes de EP y en los pacientes con TE. Para los 
pacientes de EP utilizamos el UPRDS (Goetz y cols., 2008), y para los pacientes con TE el 
TETRAS (Deusch y cols., 1998). 

6.1.2 a. Evaluación a pacientes de EP con el UPRDS 

 La escala UPDRS, utilizada como sistema de valoración de la enfermedad, sólo se aplicó en 
su totalidad a pacientes con EP. Del total de 159 puntos del UPRDS, que se asignan a 
individuos totalmente funcionales, los pacientes con EP presentaban una puntuación media en 
el UPDRS de 41,26 ± 16,13, con valores inferiores a 30 puntos en el 7,1%de los pacientes, y  
superiores a 64 en el 47,1% (Anexo III).  

La valoración mental, del comportamiento y estado de ánimo (UPDRs I) proporciona una 
puntuación media de 3,28 ± 2,60, a los pacientes evaluados. La subescala UPDRSII, que 
valora la independencia en actividades de la vida diaria, tenía una puntuación de 12,52 ± 6,86. 
La subescala UPDRs III que explora los aspectos motores, tenía una puntuación media de 
22,63 ± 8,92, con valores más elevados en los pacientes con enfermedad más grave (34-46 
en el 14,28% de los sujetos), que se corresponde como era de esperar, con el mayor tiempo 
de evolución de la enfermedad (alrededor de 11 años). En la subescala UPDRs IV, que 
explora los aspectos del tratamiento, la puntuación es de 1,48 ± 2,29, sobre 23 puntos.  

6.1.2 b. Evaluación a pacientes de TE con el TETRAS. 

La evaluación motora a los pacientes de TE realizada mediante el TETRAS, en el cual se 
estudia el impacto del temblor del paciente en las actividades de la vida diaria, mediante la 
realización de una serie de movimientos consecutivos. Sobre un total de puntos de 36, los 
pacientes evaluados muestran una media de 9,74 ± 3,68, lo que se traduce en un 73% de 
independencia (Anexo IV).  
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6.2. Análisis del habla 

Sólo se realizó esta parte del estudio en los sujetos controles y en los pacientes de EP y de 
EA. 

6.2.1. Velocidad en la elocución y articulación entre pacientes con la EP y personas 
mayores sin patología 

Para el análisis de las distintas variables de los parámetros de la voz en los pacientes de EP y 
controles se realizaron diferentes contrastes estadísticos para comprobar que no existían 
diferencias significativas entre los grupos en las variables clínicas y sociodemográficas. No se 
apreciaron diferencias entre los dos grupos en la variable “edad” (t82 = 1,07), ni en la 
distribución del género por grupo (χ2 = 3,11). Tampoco encontramos diferencias en las 
capacidades cognitivas medidas por el MMSE (t82 = 1,33). Por último, comprobamos que no 
había diferencias en cuanto a la fluidez verbal de ambos grupos, medida tanto por una tarea 
de fluidez verbal semántica (test de Isaacs, t82 = 0,71) como fonológica (“p”, t82 = 0,47). 

Se comprobó la existencia de diferencias entre ambos grupos en cuatro variables relacionadas 
con la fluidez verbal. Los resultados ponen de manifiesto que el grupo con EP muestra menor 
velocidad de elocución (t 82= 2,41; p = 0,05) y articulación (t82 = 2,68; p = 0,01) que el grupo de 
control; del mismo modo, la duración media de la sílaba es mayor en el grupo con EP (t82 = -
2,81; p = 0,01). En relación al número de pausas, los pacientes del grupo con EP realizan 
pausas menores de 100 ms, con una duración media significativamente mayor (t 82=-2,05; p = 
0,05) que el grupo de personas mayores, pero no encontramos diferencias en aquellas pausas 
de más de 300ms de duración. Estos resultados definen un perfil del paciente de EP con un 
lenguaje enlentecido en la articulación silábica y prosódica. Enlentecimiento que se refleja en 
pausas más largas y menor  velocidad de elocución y articulación. Por el contrario, no se 
encuentran diferencias en otras variables como el número de pausas (t 82= -0,08), el tiempo de 
fonación (t 82= 1,08), o el porcentaje de fonación (t 82= -0,85). En la tabla 3  podemos observar 
la conversión en puntuaciones  de los resultados en cada una de las variables prosódicas 
utilizadas (tabla 3). De este modo se resalta el perfil prosódico de ambos grupos 
experimentales.  Los resultados de este estudio han sido publicados Martínez-Sánchez y cols., 

2015 (Anexo VI).  
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 Control(DE) EP(DE) t p 

Duración de la tarea 46,05(22,94) 43,77(15,96) 0,52 0,604 
Número de 
pausas≥300ms 16,91(13,42) 17,13(13,93) -0,08 0,936 

Duración media de la 
pausa (≥300ms) 0,61(0,18) 0,66(0,16) -1,28 0,201 

Número de micropausas 
≥10ms 26,87(17,90) 23,82(13,36) 0,87 0,386 

Duración media de la 
micropausa(≥10ms) 0,46(0,16) 0,53(0,15) -2,15 0,033 

Tiempo de fonación 34,02(12,40) 31,38(7,29) 1,19 0,237 
Proporción de fonación 78,70(12,63) 75,22(10,81) 1,34 0,181 
Velocidad de elocución 3,49(0,80) 3,10(0,68) 2,41 0,017 
Velocidad de articulación 4,40(0,47) 4,09(0,53) 2,80 0,009 
Duración media de la 
sílaba 0,22(0,02) 0,24(0,03) -2,91 0,005 

 

 

6.2.2. Modificaciones del habla en los pacientes de EA y en sujetos control de edad 
avanzada. 

 Analizamos la voz de pacientes con EA y controles utilizando oraciones simples.  Se 
realizaron análisis espectrográficos de los siguientes  parámetros como porcentaje de roturas 
de voz, número de periodos de voz, número de roturas de voz, Shimmer (apq3) y la relación 
de ruidos armónicos. Los resultados se describen en la tabla 4. Las variables fueron 
analizadas aplicando el coeficiente de Fisher, encontrando diferencias significativas en la 
mayoría de los parámetros estudiados. Los análisis muestran que los pacientes con EA se 
caracterizan por tener un número mayor de periodos de voz.  

Encontramos que las medidas de discurso, como las variaciones en el porcentaje de roturas 
de voz, número de períodos de voz, número de roturas de voz, Shimmer (apq 3) y la relación 
de ruidos armónicos, caracterizan a las personas con EA con una precisión del 84,8%. Por 
tanto, los parámetros temporales y acústicos analizados nos permiten definir el perfil de las 
personas con EA de manera valiosa. 

El análisis discriminante lineal de las variables estudiadas, hace posible la obtención de una 
función discriminante altamente significativa (porcentaje de varianza explicada = 100%; valor 
propio = 1,095, correlación canónica = 0,723; lambda de Wilks = 0,477, χ 2 = 45,488, df = 5, p 
<0,001 ) que contiene 5 factores (tabla 4). Para la función discriminante, en coeficientes 

Tabla 3.  Estadística descriptiva y comparación de medias de las variables estudiadas en pacientes con EP y Control. 
DE=desviación estándar. Los resultados de este estudio se han publicado en la revista de Neurología (Anexo VI) Martínez-
Sánchez y cols., (2015) Neurología. 
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estandarizados (CE), se tomaron los siguientes parámetros en cuenta: el número total de 
períodos de voz (CE = 0,874), interrupciones en la voz [calculado tanto como porcentaje de 
interrupciones de voz (CE = 0,787) como las pausas de voz (CE = -0,683)], la fluctuación de la 
amplitud del sonido como apq3 brillo (CE = 1,381), y, por último, la relación ruido-armónicos 
(CE = -1,127). La Tabla 5 muestra Wilks' lambda y coeficientes de Fisher de la matriz 
estructurada de cada variable. Los centroides no estandarizados para la EA son 1,129 y para 
el grupo de control de -0,941. 

La tabla 4 muestra los parámetros de voz que se midieron y los datos descriptivos. Los 
resultados de este estudio se han publicado en la revista Dementia and Geriatric Cognitive 
Disorders (Meilán y cols., 2014)( Anexo VIII).  
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Grupo Parámetro Control 
(media±DE) 

EA 
(media±DE) 

Aspectos temporales de 
la muestra de voz 

Duración Total 44,39±18,32 82,19±53,05 
Tiempo de fonación 34,30±13,21 46,72±19,86 

Velocidad Voz, sílabas 3,59±0,67 2,55±0,63 
Velocidad de articulación, 

sílabas 4,34±0,43 4,05±0,43 

Análisis de la Frecuencia 
fundamental (F0) 

Media F0,Hz 161,27±24,48 179,08±29,05 
Mínimo F0,Hz 68,46±4,00 67,66±3,78 
Máxima F0,Hz 542,85±124,91 596,63±68,76 

Autocorrelación,Hz 0,89±0,04 0,90±0,05 
Tono alto,Hz 478,12 571,25 
Tono bajo,Hz 76,82 82,50 

Análisis de periodos de 
voz 

Pulsos,n 4,221±1,834 6,520±2,872 
Periodos,n 4,126±1,804 6,379±2,830 

Media de Periodos,n 6,38±1,05 5,76±0,88 

Interrupción de sonido 

% sin voz 35,66±7,40 47,83±12,28 
Roturas de voz,n 84,05±29,95 118,93±68,27 
% roturas de voz 39,62±6,85 51,27±12,03 

Proporción de pausas en la 
voz 28,67±12,89 51,76±13,55 

Pausas en la voz,n 14,33±9,3 34,5±27,04 

Fluctuación en la 
frecuencia 

Jitter(loc),% 2,83±0,61 2,80±0,95 
Jitter(loc, abs),% 182,71±54,65 165,22±75,41 

Jitter(rap),% 1,33±0,34 1,34±0,54 
Jitter(ppq5),% 1,52±0,46 1,54±0,61 

Fluctuación en la 
amplitud del sonido 

(intensidad de sonido) 

Shimmer (loc),% 12,94±4,09 13,28±4,71 
Shimmer (loc),dB 1,58±0,44 1,60±0,51 

Shimmer (apq3),% 5,29±2,19 6,01±2,74 
Shimmer (apq5),% 7,77±3,07 7,92±3,43 

Shimmer (apq11),% 14,04±4,57 12,66±4,58 
Intensidad sin voz,dB 56,62±4,38 53,27±5,15 
Intensidad de voz,dB 71,10±3,98 70,35±2,74 

Armónicos/relación ruido 
Relación de ruidos- 

armónicos 0,17±0,65 0,15±0,07 

Relación de los armónicos-
ruido 12,43±2,86 12,72±2,64 

 

 

 

 

 

 

 

Tabla 4. Parámetros de voz y datos medidos. loc=Local; loc,abs=absoluto local; rap=perturbación relativa promedio; 
ppq5= cociente de perturbación periodo punto-5. (Modificado de Meilán y cols., 2014). 
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Parámetros Wilks’ lambda Estructura de matriz: función 
% roturas de voz 25,711** 0,654 

Número de periodos 17,940** 0,471 
Número de roturas de voz 14,886** 0,330 

Shimmer (apq3) 13,162** 0,131 
Relación de ruidos- armónicos 13,142** -0,138 

 

 

6.3. Polimorfismos de ADN 

Analizamos los SNPs  de diferentes genes (ver metodología, tabla 1), a partir del ADN 
extraído de las muestras de saliva de los sujetos de estudio. Se realizó un análisis de la 
distribución de la frecuencia en la que aparecen los distintos alelos de cada uno de los 
polimorfismos génicos estudiados, aplicando el test de χ2 para analizar su distribución en la 
población de estudio. Los resultados se aprecian en la tabla 6. 

 NRG-1 
rs3924999 

NRG-1 
rs6994992 

COMT 
rs4680 Drd2 rs6277 Drd3 rs6280 Drd2 

rs1800497 
N 112 132 113 124 132 122 

X2, gl 8 4,176,62 4,74 13,30 5,72 11,63 3,17 
p P=0,847578 p=0,784 p=0,043* p=0,706 p=0,168 p=0,923 

 

 

6.3.1. Polimorfismos del gen NRG-1 

6.3.1a. Polimorfismo rs3924999 

Las frecuencias  genotípicas para el polimorfismo rs3924999 del NRG1 se reflejan en la figura 
12. No se observaron diferencias en la frecuencia genotípica de este polimorfismo en los 
grupos estudiados. Se observa que el genotipo de mayor frecuencia es el homocigoto G/G, 
genotipo normal en este gen. El homocigoto A/A, que sería el que presenta más asociaciones 
con diferentes patologías,  presenta una frecuencia menor en todos los grupos de estudio. El 
odd ratio (OR), en el intervalo de confianza del 95% (IC), es de 3,88 (p=0,21) para todos los 
grupos de pacientes y controles. Analizando la distribución alélica, encontramos que la 
presencia del fenotipo portador de la patología en relación a los controles no presenta 
diferencias significativas (tabla 7). 

Tabla 5. Wilks’ lambda y coeficiente de Fisher estructura de matriz para cada variable introducida. **p<0,001. (Modificado 
de Meilán y cols., 2014). 

Tabla 6. Valores del análisis de χ2 sobre la distribución de los diferentes genotipos alélicos en los grupos estudiandos. 
N- Número de casos estudiados. Las diferencias son significativas cuando   p < 0,05 (*).  
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NRG-1 

rs3924999 

Comparaciones 
entre grupos 

OR(IC95%) , p 

Comparaciones 
entre grupos 

OR(IC95%) , p 

Comparaciones 
entre grupos 

OR(IC95%) , p 

Comparaciones 
entre grupos 

OR(IC95%) , p 

 

Control 

(N=20; 40 
alelos) 

DCL 

N=26; 52 
alelos) 

EA 

N=18; 36 
alelos) 

EP 

N=43; 86 
alelos) 

TE 

N=29; 58 
alelos) 

Control/DCL Control/EA Control/EP Control/TE 

Genotipo 

A/A 1(5) 4(15,4) 4(22,2) 6(14) 5(17,2) 2,67(0,26-
27,5)0,41 

8,0(0,70-
91,80)0,09 3,33(0,35-31,74)0,30 4,55(0,5-45,9)0,20 

A/G 9(45) 7(26,9) 9(50) 19(44,2) 13(44,8) 0,51(0,14-
1.85)0,31 

2,0(0,49-
8,24)0,34 1,17(0,39-3,55)0,78 1,31(0,40-

4,38)0,66 

G/G 10(50) 15(57,7) 5(27,8) 18(41,9) 11(37,9) 2,18(0,32-
15,0)0,43 

8,0(0,70-
91,80)0,09 3,33(0,4-31,7)0,30 4,55(0,6-45,9)0,20 

Frecuencia 
alélica 

Portadores 11(27,5) 15(28,8) 17(47,2) 31(36) 23(39,7) 1,07(0,43-
2,68)0,89 

2,36(0,91-
6,12)0,08 1,49(0,65-3,38)0,35 1,73(0,73-4,1)0,22 

No 
portadores 29(72,5) 37(71,2) 19(52,8) 55(64) 35(60,3) 0,94(0,37-

2,34)0,89 
0,42(0,16-
1,10)0,08 0,67(0,30-1,53)0,35 0,58(0,24-

1,38)0,22 

 

 

 

6.3.1b. Polimorfismo rs6994992 

Para el polimorfismo rs6994992 del gen NRG-1,  la frecuencia mayoritaria es la heterocigótica 
C/T en todos los casos (figura 13). El homocigoto C/C, normal, tiene porcentajes más altos de 
distribución que el genotipo de riesgo, homocigoto T/T. La distribución genotípica analizada no 

Tabla 7. Polimorfismo rs3924999 del NRG-1. Frecuencia genotípica y variaciones alélicas entre pacientes con enfermedades 
neurodegenerativas y controles. Las columnas 1 a 5 representan la frecuencia absoluta y el porcentaje de aparición. Las 
columnas 6 al 9 representan las comparaciones bilaterales que indican el porcentaje de aparición  (OR) en relación al control, 
en el intervalo de confianza del 95% (IC). Las diferencias son significativas cuando *p<0,05 ó ** p<0,001. 

Figura 12. Distribución de la frecuencias genotípicas del polimorfismo rs3924999 del gen NRG-1 en 
las enfermedades neurodegenerativas. El círculo rojo indica el genotipo mutado en homozigosis. 
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presenta ninguna diferencia entre los diferentes grupos de estudio (tabla 8).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

NRG-1 

rs6994992 

Comparaciones 
entre grupos 

OR(IC95%) , p 

Comparaciones 
entre grupos 

OR(IC95%) , p 

Comparaciones 
entre grupos 

OR(IC95%) , p 

Comparaciones 
entre grupos 

OR(IC95%) , p 

 

Control 

(N=20; 40 
alelos) 

DCL 

N=26; 52 
alelos) 

EA 

N=18; 36 
alelos) 

EP 

N=44; 88 
alelos) 

TE 

N=31; 62 
alelos) 

Control/DCL Control/EA Control/EP Control/TE 

Genotipo 

T/T 2(10) 5(19,2) 4(22,2) 6(13,6) 2(6,5) 2,19(0,32-15,0)0,43 2,8(0,36-21,72)0,33 2,1(0,32-13,61)0,44 0,70(0,08-6,22)0,75 

C/T 11(55) 13(50) 9(50) 28(63,6) 19(61,3) 1,03(0,28-3,77)0,96 1,15(0,27-4,87)0,85 1,78(0,54-5,87)0,34 1,21(0,36-4,10)0,76 

C/C 7(35) 8(30,8) 5(27,8) 10(22,7) 10(32,3) 2,19(0,32-15,0)0,43 2,8(0,36-21,72)0,33 2,1(0,32-13,61)0,44 0,70(0,08-6,22)0,75 

Frecuencia 
alélica 

Portadores 15(37,5) 23(44,2) 17(47,2) 40(45,5) 23(37,1) 1,32(0,60-3,07)0,52 1,5(0,60-3,73)0,39 1,39(0,65-2,99)0,40 0,98(0,43-2,24)0,97 

No 
portadores 25(62,5) 29(55,8) 19(52,8) 48(54,5) 39(62,9) 0,75(0,33-1,76)0,52 0,67(0,27-1,68)0,4 0,72(0,34-1,55)0,40 1,01(045-2,31)0,97 

 

 

 

6.3.2. Polimorfismos del gen COMT 

En el análisis de la distribución de la frecuencia de aparición de los diferentes genotipos del 
polimorfismo del gen COMT, encontramos que hay diferencias significativas (p=0,043) en los 

Tabla 8. Polimorfismo rs6994992 del NRG-1. Frecuencia genotípica y variaciones alélicas del polimorfismo entre 
pacientes con enfermedades neurodegenerativas y controles. Las columnas 1 a 5 representan la frecuencia absoluta y el 
porcentaje de aparición. Las columnas 6 al 9 representan las comparaciones bilaterales que indican el porcentaje de 
aparición  (OR) en relación al control, en el intervalo de confianza (IC) del 95%. Las diferencias son significativas cuando 
*p<0,05  ó  ** p<0,001.	  

Figura 13. Distribución de la frecuencias genotípicas del polimorfismo rs6994992 del gen  
NRG-1  en las enfermedades neurodegenerativas. El círculo rojo indica el genotipo mutado 
en homozigosis. 
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grupos de estudio. El genotipo A/A, genotipo de riesgo, asociado a diferentes patologías, tiene 
menor frecuencia de aparición (figura 14). 

El análisis de distribución del porcentaje de aparición de los diferentes genotipos en relación al 
control indica que hay diferencias significativas entre los pacientes con DCL y los controles 
(p=0,017), con una alta susceptibilidad a presentar dicha patología (OR:1,26) (tabla 9). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 

COMT rs4680 Comparaciones 
entre grupos 

OR(IC95%) , p 

Comparaciones 
entre grupos 

OR(IC95%) , p 

Comparaciones 
entre grupos 

OR(IC95%) , p 

Comparaciones 
entre grupos 

OR(IC95%) , p 

 

Control 

(N=19; 
38 

alelos) 

DCL 

(N=24; 
48 

alelos) 

EA 

(N=17; 
34 

alelos) 

EP 

(N=42; 
84 

alelos) 

TE 

(N=28; 
56 

alelos) 

Control/DCL Control/EA Control/EP Control/TE 

Genotipo 

A/A 7(36,8) 1(4,2) 2(11,8) 10(23,8) 7(25) 21,0(1,8-248,1)0,01* 0,10(0,01-0,84)0,03* 2,57(0,52-12,7)0,25 0,21(0,04-1,09)0,06 

A/G 9(47,4) 14(58,3) 7(41,2) 21(50) 7(25) 10,9(1,1-103,9)0,04* 0,29(0,06-1,52)0,14 1,63(0,47-5,66)0,44 0,17(0,03-0,81)0,02* 

G/G 3(15,8) 9(37,5) 8(47,1) 11(26,2) 14(50) 21,0(1,8-248,1)0,01* 0,10(0,01-0,84)0,03* 2,57(0,52-12,7)0,25 0,21(0,04-1,09)0,06 

Frecuencia 
alélica 

Portadores 23(60,5) 16(33,3) 11(32,4) 41(48,8) 21(37,5) 0,33(0,14-0,79)0,01* 0,31(0,12-0,82)0,02* 0,62(0,29-1,36)0,23 0,39(0,17-0,91)0,03* 

No 
portadores 15(39,5) 32(66,7) 23(67,6) 43(51,2) 35(62,5) 3,07(1,27-7,43)0,01* 3,21(1,22-8,45)0,02* 1,61(0,74-3,50)0,23 2,56(1,10-5,96)0,03* 

 

 

6.3.3. Polimorfismos de receptores de dopamina 

Figura 14. Distribución de la frecuencias genotípicas del polimorfismo rs4680 del gen COMT  en las 
enfermedades neurodegenerativas. El círculo rojo indica el genotipo mutado en homozigosis. 

Tabla 9. Polimorfismo rs4680 del COMT. Frecuencia genotípica y variaciones alélicas del polimorfismo entre pacientes 
con enfermedades neurodegenerativas y controles. Las columnas 1 a 5 representan la frecuencia absoluta y el 

porcentaje de aparición. Las columnas 6 al 9 representan las comparaciones bilaterales que indican el porcentaje de 
aparición (OR) en relación al control, en el intervalo de confianza (IC)  del 95%. Las diferencias son significativas cuando 

*p<0,05  ó  ** p<0,001. 
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6.3.3a. Polimorfismos Drd2 rs6277 

El análisis de distribución del porcentaje de aparición de los diferentes genotipos del 
polimorfismo rs6277 del gen codificante del receptor D2 de la dopamina en relación al control 
indica que el homocigoto T/T (normal) presenta una mayor frecuencia en los grupos de estudio 
que el genotipo mutado (C/C), no encontrándose diferencias entre la frecuencia de las 
diferentes formas alélicas entre los grupos de estudio (figura 15 ).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

El análisis por patología y género no muestra diferencias significativas entre los grupos. En las 
tablas de contingencia, en las que se analiza la frecuencia de aparición de los diferentes 
genotipos y fenotipos en los distintos grupos y en las comparaciones bilaterales entre 
controles y cada una de las patologías estudiadas, tampoco se apreció ninguna distribución 
significativamente diferente (tabla 10). 

 

 

 

 

Figura 15. Distribución de la frecuencias genotípicas del polimorfismo rs6277 del gen Drd2  en 
las enfermedades neurodegenerativas. El círculo rojo indica el genotipo mutado en homozigosis.  
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Tabla 10. Polimorfismo rs6277 del Drd2. Frecuencia genotípica y variaciones alélicas del polimorfismo entre pacientes con 
enfermedades neurodegenerativas y controles. Las columnas 1 a 5 representan la frecuencia absoluta y el porcentaje de 
aparición. Las columnas 6 al 9 representan las comparaciones bilaterales que indican el porcentaje de aparición (OR) en 
relación al control, en el  intervalo de confianza (IC)  del 95%. Las diferencias son significativas cuando *p<0,05 ó ** 
p<0,001. 

Drd2rs6277 
Comparaciones 

entre grupos 
OR(IC95%) , p 

Comparaciones 
entre grupos 

OR(IC95%) , p 

Comparaciones 
entre grupos 

OR(IC95%) , p 

Comparaciones 
entre grupos 

OR(IC95%) , p 

 

Control 

(N=19;  

38 alelos) 

DCL 

N=26; 52 
alelos) 

EA 

N=18; 36 
alelos) 

EP 

N=44; 88 
alelos) 

TE 

N=29; 58 
alelos) 

Control/DCL Control/EA Control/EPA Control/TE 

Genotipo 

C/C 2(10,5) 5(19,2) 2(11,1) 5(11,4) 4(13,8) 1,5(0,16-2,23)0,68 1,2(0,12-11,87)0,88 0,83(0,13-5,47)0,85 2,0(0,26-15,38)0,50 

T/C 11(57,9) 11(42,3) 11(61,1) 21(47,7) 19(65,5) 0,6(0,22-10,3)0,45 1,2(0,28-5,12)0,81 0,64(0,20-2,07)0,45 1,73(0,45-6,69)0,43 

T/T 6(31,6) 10(38,5) 5(27,8) 18(40,9) 6(20,7) 1,5(0,16-2,23)0,68 1,2(0,12-11,87)0,88 0,83(0,13-5,47)0,85 2,0(0,26-15,38)0,50 

Frecuencia 
alélica 

Portador 15(39,5) 21(40,4) 15(41,7) 31(35,2) 27(46,6) 1,04(0,44-2,44)0,93 1,10(0,43-2,77)0,85 0,83(0,38-1,83)0,65 1,34(0,58-3,06)0,50 

No portador 23(60,5) 31(59,6) 21(58,3) 57(64,8) 21(53,4) 0,96(041-2,26)0,93 0,91(0,36-2,31)0,85 1,20(0,55-2,63)0,65 0,75(1,72)0,50 

 

 

  

6.3.3b. Polimorfismos Drd2 rs1800497 

El análisis de distribución del porcentaje de aparición de los diferentes genotipos del 
polimorfismo rs1800497 del Drd2, muestra que  el genotipo T/T, mutado, aparece en 
porcentajes muy bajos o nulo (en el grupo control y pacientes de TE) en la muestra de estudio. 
El genotipo C/C, normal, es el que presenta una mayor frecuencia, no obteniendo diferencias 
significativas en los análisis de distribución de frecuencias (figura 16).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 Figura 16. Distribución de la frecuencias genotípicas del polimorfismo rs1800497 del gen Drd2 en las 
enfermedades neurodegenerativas. El círculo rojo indica el genotipo mutado en homozigosis.  
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Drd2rs1800497 

Comparaciones entre 
grupos  

OR(IC95%) , p 

Comparaciones entre 
grupos  

OR(IC95%) , p 

Comparaciones entre 
grupos  

OR(IC95%) , p 

Comparaciones 
entre grupos 

OR(IC95%) , p 

 

Control 

(N=20; 
40 

alelos) 

DCL 

N=27; 54 
alelos) 

EA 

N=18; 36 
alelos) 

EP 

N=44; 88 
alelos) 

TE 

N=28; 56 
alelos) 

Control/DCL Control/EA Control/EP Control/TE 

Genotipo 

T/T 0(0) 1(3,7) 1(5,6) 1(2,3) 0(0) No computable* No computable* 7,1E+008(0,0)1,0 0 

T/C 5(25) 5(18,5) 4(22,2) 9(20,5) 8(28,6) No computable* 0,92(0,20-4,2)0,92 0,79(0,23-2,77)0,72 1,2(033-4,41)0,78 

C/C 15(75) 21(77,8) 13(72,2) 34(77,3) 20(71,4) 59384269(14562742,005)0,00 1,0E+008(1.01x1081,0E+
008)0,00 

1595963394569400,629-
55742516)0,00 1,2(0,33-4,4)0,78 

Frecuenci
a alélica 

Portador 5(12,5) 7(13,0) 6(16,7) 11(12,5) 8(14,3) 1,04(0,31-3,56)0,95 1,4(0,39-5,05)0,61 1,0(0,32-3,10)1,0 1,17(0,35-3,87)0,80 

No 
portador 35(87,5) 47(87) 30(83,3) 77(87,5) 48(85,7) 0,96(0,28-3,28)0,95 0,71(0,20-2,58)0,61 1,0(0,32-3,10)1,0 0,86(0,26-2,84)0,80 

 

 

 

6.3.3c. Polimorfismos Drd3 rs6280 

El análisis de la distribución del porcentaje de aparición de los diferenrtes genotipos del 
polimorfismo rs6280 (figura 17) del gen Drd3, muestra que la presencia del genotipo mutado 
T/T, presenta una mayor frecuencia en los pacientes de EP en nuestra muestra de estudio, 
con una diferencia estadísticamente significativa en relación a los controles (p=0,010), siendo 
el factor de riesgo en esta patología OR:11,08, con un IC (1,96-62,5). En el análisis por 
género, aparece con una frecuencia significativamente mayor (p=0,001). No encontramos 
diferencias significativas en la frecuencia de las diferentes formas alélicas entre el resto de  
grupos de estudio (tabla 12 ). 

 

 

 

 

 

 

Tabla 11. Polimorfismo rs1800497 del Drd2. Frecuencia genotípica y variaciones alélicas del polimorfismo entre 
pacientes con enfermedades neurodegenerativas y controles. Las columnas 1 a 5 representan la frecuencia absoluta y 
el porcentaje de aparición. Las columnas 6 al 9 representan las comparaciones bilaterales que indican el porcentaje de 
aparición  (OR) en relación al control,  en el  intervalo de confianza (IC)  del 95%. Las diferencias son significativas 
cuando *p<0,05  ó ** p<0,001. *No computable, no se ha calculado por no haber variabilidad en los datos. 
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Drd3rs6280 
Comparaciones 

entre grupos 
OR(IC95%) , p 

Comparaciones 
entre grupos 

OR(IC95%) , p 

Comparaciones 
entre grupos 

OR(IC95%) , p 

Comparaciones 
entre grupos 

OR(IC95%) , p 

 

Control 

(N=20; 40 
alelos) 

DCL 

N=26; 52 
alelos) 

EA 

N=18; 36 
alelos) 

EP 

N=44; 88 
alelos) 

TE 

N=30; 60 
alelos) 

Control/DCL Control/EA Control/EPA Control/TE 

Genotipo 

T/T 4(20) 9(34,6) 6(33,3) 19(43,2) 8(26,7) 5,17(0,86-59,6)0,11 2,63(0,45-15,3)0,28 11,1(2,0-62,5)0,006* 3,5(0,8-15,2)0,15 

T/C 9(45) 14(53,8) 8(44,4) 22(50) 18(60) 7,16(0,86-59,7)0,7 1,56(0,33-7,36)0,58 5,7(1,2-27,1)0,03* 3,5(0,63-19,5)0,09 

C/C 7(35) 3(11,5) 4(22,2) 3(6,8) 4(13,3) 5,17(0,86-59,6)0,11 2,63(0,45-15,3)0,28 11,1(2,0-62,5)0,006* 3,5(0,63-19,5)0,15 

Frecuencia 
alélica 

Portador 17(42,5) 20(55,6) 32(61,5) 60(68,2) 34(56,7) 2,17(0,94-5,01)0,07 1,69(0,68-4,20)0,26 2,90(1,34-6,27)0,007* 1,77(0,79-3,97)0,17 

No 
portador 23(57,5) 16(44,4) 20(38,5) 28(31,8) 26(43,3) 0,46(0,20-1,07)0,07 0,59(0,24-1,47)0,26 0,35(0,16-0,75)0,007* 0,55(0,25-1,27)0,17 

 

 

 

Mirando únicamente el polimorfismo anómalo, asociado a una mayor incidencia de 
determinadas alteraciones neurológicas, observamos que la incidencia en los diferentes 
grupos de estudio no es homogénea (figura 18). En controles y en pacientes de TE, no 
aparece el genotipo mutado del polimorfismo Drd2 rs1800497. 

 

Figura 17. Distribución de la frecuencias genotípicas del polimorfismo rs6280 del gen Drd3 en 
las enfermedades neurodegenerativas. El círculo rojo indica el genotipo mutado en homozigosis.  

Tabla 12. Polimorfismo rs6280 del Drd3. Frecuencia genotípica y variaciones alélicas del polimorfismo entre pacientes 
con enfermedades neurodegenerativas y controles. Las columnas 1 a 5 representan la frecuencia absoluta y el porcentaje 
de aparición. Las columnas 6 al 9 representan las comparaciones bilaterales que indican el porcentaje de aparición (OR) 
en relación al control de ese alelo en relación al control, en el intervalo de confianza (IC) del 95%. Las diferencias son 
significativas cuando *p<0,05 ó ** p<0,001. 
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En los pacientes de DCL y EA, los genotipos codificantes de las variables anómalas de los 

polimorfismos del NRG-1, son más abundantes que en el resto de los grupos estudiados.  

Más del 40% de los individuos que presentan el polimorfismo anómalo del Drd3, rs6280, 
presentan la EP. 

 

 

 

 

 

6.4. Determinar las variaciones en las pruebas de RAS/PPI, en pacientes con 
enfermedades Neurodegenerativas 

6.4.1. Reflejo de Sobresalto 

Estudiamos el reflejo auditivo de sobresalto en controles (35), pacientes con EA (21), 
pacientes con DCL (33), pacientes con EP (52) y pacientes con TE (34).  

La amplitud del RAS es mayor en los pacientes con DCL  que en el resto de las enfermedades 
neurodegenerativas estudiadas, aunque la diferencia no es estadísticamente significativa 
(figura 19A). Las diferencias, sin embargo, sí son significativas en las mujeres con DCL 
(p=0,008) en relación a las controles y a las mujeres con TE (p=0,026) (figura 19B). Excepto 
controles y pacientes con TE, en los que la amplitud media del RAS sigue el patrón habitual de 
ser mayor en hombres que en mujeres, las mujeres con DCL, EA y EP, tienen una mayor 
respuesta de sobresalto que los hombres.  

En el análisis inter-sujetos (condición x género) encontramos diferencias significativas entre 
mujeres y hombres con DCL en la amplitud del RAS (p=0,016) y entre mujeres con DCL y 
mujeres controles (p=0,008) y mujeres con TE (p=0,025). 

En cuanto a la latencia del RAS, no hay diferencias significativas entre grupos (tabla 13). En 

Figura 18. Porcentaje de aparición de polimorfismos asociados a patologías neurológicas (alelo mutado en 
homozigosis). El análisis de los diferentes genotipos de los genes estudiados y sus variaciones alélicas de 
controles y pacientes de las diferentes patologías se visualizan en las tablas 7 a 12.  



Millian-Morell L., 2015 

	  

Resultados                                                                                                                                                                                 126 

	  

los análisis por grupo y género encontramos diferencias significativas en la latencia del RAS 
en los pacientes de EA, es mayor en relación al grupo control (p=0,04).También en  esta 
patología, las diferencias son mayores en los hombres que en las mujeres, pero las 
diferencias no alcanzan significado estadístico.  

 

 

 

6.4.2. Habituación 

La habituación de la RAS, medida en valores porcentuales, no presenta diferencias 
significativas entre las diferentes patologías estudiadas, aunque se aprecia una menor 
habituación al RAS en pacientes con DCL que en controles (figura 20A). 

Si estudiamos el efecto del género sobre este parámetro, vemos que hombres y mujeres 
presentan patrones diferentes. Las mujeres del grupo control se habitúan menos que el resto 
de las mujeres afectadas con patologías neurodegenerativas (figura 20B), con la excepción de 
las pacientes con EA, pero en ningún caso, las diferencias son significativas. Los hombres 

Figura 19. A. Amplitud del Reflejo de sobresalto en las enfermedades neurodegenerativas. B. Amplitud del Reflejo 
de sobresalto  analizado por género en las enfermedades neurodegenerativas. Las columnas (A) y puntos (B) 
representan valores medios ± EEM. 
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controles, por el contrario, presentan una mayor habituación al RAS que el resto de los grupos 
experimentales, no encontrándose tampoco significado estadístico en esta diferencia. 

 

 

Figura 19. A. Análisis de la Habituación del RS en las enfermedades neurodegenerativas. B. Análisis de la 
Habituación del RS  por género en las enfermedades neurodegenerativas. Las columnas (A) y puntos (B) 
representan valores medios ± EEM.  



	  

	  	  	  	  	  	  
	   	   	   	  

 

 
Control 

(n=35) 

EA 

(n=22) 

DCL 

(n=34) 

EP 

(n=52) 

TE 

(n=34) 
aValor de F b Valor de p 

Amplitud RAS(µV) 62,77±12,01 79,81±15,73 100,35±13,36 75,18±9,87 73,91±12,17 1,146 0,337 

Latencia RAS (ms) 74,73±8,93 73,02±11,70 74,15 ± 9,93 88,31±7,34 70,52±9,05 0,778 0,541 

PPI 60 17,13±5,31 13,52±6,95 1,12 ± 5,90 24,51±4,36 13,79±5,38 2,616 0,037* 

Latencia PPI 60 (ms) 95,51±3,52 100,98±4,62 102,04±3,91 110,05±2,89 103,41±3,57 2,671 0,034* 

PPI120 23,53±5,23 35,14±6,85 8,95±5,81 42,08±4,29 29,39±5,29 5,762 0,000** 

Latencia PPI120 (ms) 95,20±4,47 88,88 ± 5,86 90,85±4,97 92,43±3,67 84,38±4,53 0,819 0,514 

PPF 23,23±4,61 40,63 ± 6,05 19,26±5,13 45,85±3,79 31,79±4,68 6,190 0,000* 

Latencia PPF (ms) 81,38±3,23 69,38 ± 4,24 77,95±3,59 73,58±2,65 73,78±3,27 1,662 0,161 

Habituación (%) 37,69±6,09 35,81±8,09 30,27±6,87 36,40±5,08 39,08±6,26 0,55 0,906 
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6.4.3. Inhibición por un estímulo previo 

Hemos utilizado dos paradigmas experimentales para la medición de este parámetro, 60 y 120  
ms de intervalos prepulso-pulso respectivamente. Se aprecia un efecto diferencial de la PPI 
(figura 21A) cuando el tiempo entre el prepulso-pulso es de 60ms entre los pacientes de DCL 
y EP, disminuyendo en el primer caso y aumentando en el segundo (p=0,017). Cuando el 
intervalo entre prepulso-pulso es de 120 ms, se puede apreciar que, en relación a los 
controles, disminuye en los DCL y aumenta en los EP (F 1, 82= 8,52; p=0,005) y EA pudiendo 
encontrar diferencias significativas entre las diferentes patologías. Así, se diferencian los 
pacientes de DCL y EA (p=0,04) y los de DCL y EP (p=0,000). Estos análisis los vemos en la 
figura 21B. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

PPI	  
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Los análisis de la latencia en la pruebas de inhibición prepulso a diferentes intervalos 
prepulso-puso muestran diferencias significativas entre controles y EP cuando el ISI es de 
60ms (p=0,017).   

Analizando el género (figura 22A), además de la condición, vemos que la diferencia en la 
PPI60 que se observaba entre DCL y EP, sólo se manifiesta en los hombres (p=0,017). 
Midiendo la PPI120, también sólo se aprecian en los hombres diferencias significativas entre los 
pacientes de DCL y EP (p=0,00), los de DCL y TE (p=0,026) y los controles y EP (p=0,019) 
(figura 22B). 

 

 

 

 

Figura 21. A.Modificaciones de la PPI en las enfermedades neurodegenerativas por diferentes intervalos de prepulso-
pulso. B.Comparaciones entre grupos en las enfermedades neurodegenerativas y controles. Abreviaturas: PPI60, 
porcentaje de inhibición del RAS cuando el intervalo entre el prepulso-pulso es de 60 ms. PPI120, porcentaje de inhibición 
del RAS cuando el intervalo entre el prepulso-pulso es de 120 ms. (*) indica diferencias significativas entre grupos 
(p<0,05). Las columnas  representan valores medios. 
 

B. 
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6.4.4. Facilitación 

Analizando la facilitación del reflejo de sobresalto auditivo (PPF), (figura 23A), se observa que 
hay una facilitación del reflejo en los EA y EP, con diferencias significativas en relación a los 
controles  en el segundo caso (p=0,045). El comportamiento más disimilar lo muestran 
pacientes con EP y DCL de (p=0,001). En el análisis por género, encontramos diferencias 
significativas entre hombres con EP y Controles (p=0,045) y entre hombres EP y DCL  
(p=0,001) (figura 23B). 

 

 

 

 

Figura 22. Modificaciones de la inhibición del reflejo de sobresalto en las enfermedades neurodegenerativas 
analizadas por género. A.Cuando el ISI es 60ms.  B.Cuando el ISI es 120ms. (*) indica diferencias significativas  
entre grupos (p<0,05). Las columnas  representan valores medios ± EEM.  
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6.5.Correlaciones entre PPI/PPF y las distintas variables estudiadas. 

6.5.1. Correlaciones entre PPI/PPF y la evaluación cognitiva. 

Utilizando los valores previamente evaluados de la PPI y la evaluación cognitiva realizamos 
correlaciones de Pearson para ambas variables (tabla 14). Encontramos que hay una relación 
directa entre el GDS y los valores de PPI120 (p=0,010) y de PPF (p=0,005) en pacientes con 
DCL. En esta variable, no encontramos correlación entre los valores de PPI en los demás 
grupos de sujetos.  

La actividad funcional se correlaciona negativamente en los pacientes de EP con la PPI120 
(p=0,010) y la PPF (p=0,021).  En el MMSE,  sólo encontramos correlación en los pacientes  
con EP, de manera que a medida que aumenta la puntuación del MMSE, mayor es la PPI 120 
(p=0,037) y  la PPF (p=0,021).  

Figura 23. A. Porcentaje de facilitación del RAS (PPF) en las enfermedades neurodegenerativas. B. Análisis de 
la PPF  agrupados por género. (*) representa diferencias significativas entre grupos (p<0,05). Las columnas 
representan valores medios ± EEM. 
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No se encontró correlación con la fluidez verbal y la PPI/PPF en ninguno de los grupos. En 
cuanto a los test que evalúan atención, memoria de trabajo auditiva y espacial, el ítem de 
porcentaje de reconocimiento de texto tiene una correlación positiva con la PPI120 
(p=0,027) y con la PPF (p=0,043) en el DCL.  

En el ítem de recuerdo de parejas de palabras encontramos una correlación positiva con la 
PPF (p=0,021) en los pacientes con EP. El ítem de porcentaje de retención pareja de 
palabras se correlaciona en los pacientes con TE con la PPI 120 (p=0,004) y con la PPF 
(p=0,005). 



	  

	  	  	  	  	  	  
	   	   	   	  

 

 

 
Control DCL EA EP TE 

PPI60 PPI120 PPF PPI60 PPI120 PPF PPI60 PPI120 PPF PPI60 PPI120 PPF PPI60 PPI120 PPF 

GDS 0,132 0,265 0,202 0,241 0,472** 0,399* -0,003 0,130 0,286 0,153 -0,080 -0,093 -0,128 -0,029 0,149 

Actividades Funcionales 0,255 0,220 0,187 0,096 0,120 0,181 -0,329 -0,287 -0,304 0,261 -0,353* -0,386* 0,293 0,206 0,298 

MMSE 0,196 0,048 0,046 0,006 -0,005 0,016 0,161 0,161 0,085 0,153 0,291* 0,320* -0,110 -0,167 -0,179 

Test de Isaac 

 

-0,034 0,017 -0,092 0,093 0,149 0,259 0,068 0,078 -0,127 0,211 0,153 0,188 -0,190 -0,042 -0,041 
Test de Isaac letra P -0,178 -0,353 -0,265 0,251 0,247 0,201 0,387 0,333 0,278 0,052 0,111 0,092 0,137 0,083 0,166 

Te
st 

de
 W

ec
hle

r 

Texto -0,205 0,031 -0,076 0,250 0,160 0,157 0,095 0,202 0,133 0,105 0,181 0,219 -0,069 0,010 0,028 

Pendiente de 
aprendizaje de Texto 

0,235 -0,169 -0,052 0,122 0,098 0,123 -0,174 0,094 0,135 0,037 0,025 0,030 0,201 0,313 0,211 

Recuerdo de Texto -0,325 -0,148 -0,156 0,300 0,312 0,253 0,234 0,385 0,288 0,092 0,097 0,107 0,071 0,152 0,148 

Reconocimiento de 
Texto 

-0,205 -0,173 -0,105 0,151 0,107 0,135 0,049 0,127 0,042 0,116 0,196 0,260 0,056 0,178 0,071 

Porcentaje de 
Reconocimiento de 

Texto 

-0,280 -0,214 -0,258 0,264 0,410* 0,379* 0,259 0,419 0,319 0,198 0,178 0,168 0,081 0,002 -0,034 

Letras y Números -0,219 -0,200 -0,053 0,280 0,210 0,120 -0,002 0,077 -0,049 0,176 0,209 0,250 0,178 0,118 0,097 

Parejas de Palabras -0,244 -0,141 -0,140 0,249 0,279 0,241 0,252 0,286 0,214 0,136 0,260 0,269 -0,110 0,057 0,003 

Pendiente de 
aprendizaje 

-0,176 -0,275 -0,081 0,199 0,234 0,171 0,271 0,413 0,374 -0,003 0,201 0,224 -0,036 0,093 0,105 

Recuerdo de Parejas 
de Palabras 

-0,128 -0,097 -0,007 0,203 0,226 0,159 0,173 0,282 0,236 0,121 0,258 0,318* -0,119 0,200 0,152 

Porcentaje de 
Retención 

0,220 0,091 0,089 0,204 0,230 0,139 0,169 0,156 0,181 -0,002 0,172 0,227 0,237 0,484** 0,473** 

Reconocimiento de 
Parejas de Palabras 

0,340 -0,045 0,310 0,022 -0,028 -0,256 0,134 0,298 0,142 0,022 0,059 0,123 -0,110 -0,037 -0,061 
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6.5.2a.Correlaciones entre PPI/PPF y evaluación motora UPDRs 

Utilizando los valores previamente evaluados de la PPI y del UPDRs realizamos correlaciones 
de Pearson para las variables, de PPI60, PPI120 y PPF con la puntuación total del UPRDs y la 
subescala UPDRs III. No encontramos correlación entre los valores de PPI/ PPF de los 
pacientes de EP y las puntuaciones del UPRDs.  

6.4.2b.Correlaciones entre PPI/PPF y evaluación motora TETRAS 

Utilizando los valores previamente evaluados de la PPI y el TETRAS realizamos correlaciones 
de Pearson para las variables, de PPI60, PPI120 y PPF con la puntuación total del TETRAS. No 
encontramos correlación entre los valores de PPI/ PPF de los pacientes de  TE y las 
puntuaciones del TETRAS.  

6.5.3. Correlaciones entre PPI/PPF y polimorfismos de ADN 

Analizamos en los individuos que presentan EP la diferencia entre las personas con diferentes 
genotipos de los polimorfismos rs6994992 y rs39924999 del gen NRG-1  y el valor de la PPI, 
encontramos que los que poseen el genotipo mutado tienen mayor PPI que los individuos que 
presentan el genotipo homozigótico control o heterozigótico (figuras 24  A y B). 
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Dos de las patologías que  presentan alteraciones cognitivas, DCL y EA, se diferencian en su 
comportamiento al evaluar la PPI y la PPF en los individuos que presentan el genotipo mutado 
en homozigosis del polimorfismo rs6994992 del gen NRG-1 (figura 25).   

 

 

 

 

 

 

 

B. 

Figura  24 A. Valores de la PPI y PPF agrupados por genotipo para el polimorfismo rs6994992  
del gen NRG-1 en la EP.  B. Valores de la PPI y PPF agrupados por genotipo para el polimorfismo 
rs3924999  del gen NRG-1 en la EP. Las columnas representan valores medios ± EEM. (*) indica 
diferencias significativas entre grupos (p<0,05).	  
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Finalmente, el polimorfismo rs6280 del Drd3 discrimina a los controles de los pacientes EP 
que presentan genotipo heterozigótico y homozigótico mutado cuando se evalúa la PPI120  y la 
facilitación del RAS (figura 26). 

 

Figura  25. Valores de la PPI y PPF agrupados por genotipo para el polimorfismo rs6994992 del gen NRG-1 en los 
pacientes con EA con respecto a los pacientes con DCL. Las columnas representan valores medios ± EEM. (*) 
representa diferencias significativas entre grupos (p<0,05).	  
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Más correlaciones entre la evaluación de la PPI/PPF y los diferentes genotipos de los 
polimorfismos estudiados se pueden ver en el Anexo V. 

6.6. Resultados de las diferentes pruebas diagnósticas en relación a los controles. 

6.6.1. Análisis de las variables estudiadas en el DCL 

En la tabla 15 encontramos un resumen del análisis de las variables que son significativas en 
el DCL con respecto al grupo control. En el DCL la amplitud del RAS, la PPI60 y la habituación 
diferencia a estos pacientes de los controles, también encontramos diferencias en los distintos 
test cognitivos y en el polimorfismo de gen COMT.  

En los análisis del RAS vemos que la amplitud del RAS es mayor en mujeres con DCL que en 
mujeres control con diferencia significativa (p=0,019). La habituación del RAS, medida en 
valores porcentuales, presenta diferencias significativas entre los hombres con DCL y los 
hombres control (p=0,012), se aprecia una menor habituación al RAS en pacientes con DCL 
que en controles.  

Figura  26. Valores de la PPI y PPF agrupados por genotipo para el polimorfismo rs6280  del gen Drd3 en 
los pacientes con EP con respecto a los controles. Las columnas  representan valores medios ± EEM. (*) 
representa diferencias significativas entre grupos (p<0,05).	  
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En cuanto a la PPI hemos utilizado dos paradigmas experimentales para la medición de este 
parámetro, 60 y 120ms, se aprecia un efecto diferencial de la PPI60 entre los hombres de DCL 
y hombres control (p=0,005). Cuando el intervalo entre prepulso-pulso es de 120 ms, se 
diferencian los hombres controles de los DCL (p=0,009). 

Los análisis de la latencia de la PPI diferencias significativas entre las mujeres control y DCL 
en la PPI60 (p=0,006).  

En la escala funcional de Pfeffer, que mide las actividades funcionales de los sujetos de 
manera inversa, siendo 0 las personas autónomas y 33 las más dependientes, encontramos 
que hay una diferencia significativa entre controles y DCL (p=0,059).  

La fluencia verbal, medida a través del Test de Isaac, sólo detecta afección en los pacientes 
de DCL de forma significativa con respecto a los controles (p=0,020), en el ítem de la letra P. 
Esta diferencia también se observa en hombres con DCL y hombres control (p=0,003). 

En el test Wechler utilizamos las escalas dedicadas a los procesos de atención, procesos 
ejecutivos y memoria auditiva. Encontramos diferencias significativas entre pacientes con DCL 
y controles en mediciones de recuerdo,  reconocimiento de textos I (p=0,023) (esta diferencia 
se observa también en hombres con DCL y hombres control p=0,028). En análisis por género,  
encontramos diferencias entre mujeres DCL y mujeres control (p=0,038) y hombres DCL y 
hombres control (p=0,018), en el reconocimiento de parejas de palabras (p=0,002).  

En el recuerdo de textos II, los pacientes con DCL obtuvieron una puntuación menor que los 
controles (p=0,018); esta diferencia se observa también en hombres con DCL y hombres 
control (p=0,019). Un resultado semejante se obtuvo con la prueba de reconocimiento de las 

ideas presentes en los textos. Los Controles obtuvieron valores significativamente superiores 
a los pacientes con DCL (p=0,023).  

Podemos concluir que la codificación y retención de información auditiva está deteriorada en 
los pacientes con DCL frente a los controles. 

En cuanto a la subescala de Parejas de Palabras como en el reconocimiento de parejas de 

palabras, los pacientes con DCL obtuvieron las puntuación más bajas, encontrándose 
diferencias significativas frente a los controles  (p=0,002), (p=0,049), respectivamente. Luego, 
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no es tanto un problema de recuperación, sino un deterioro en los procesos de codificación de 
nuevas asociaciones. Estos mismos resultados se obtuvieron en el análisis del porcentaje de 

retención de las parejas de palabras,  en el que los controles obtuvieron puntuaciones más 
altas frente a los pacientes con  DCL (p=0,015). De este modo, se confirma el déficit en los 
procesos de codificación y retención de los pacientes con DCL. 

En el análisis de la distribución del polimorfismo del gen COMT, indica que hay diferencias 
significativas entre los pacientes con DCL y los controles (p=0,017), con alto índice de riesgo 
(OR:1,26). 
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Control(35) DCL(33) 

Control DCL 

Hombre(17) Mujer(18) Hombre(13) Mujer(20) 

Amplitud RAS(µV) 65,5±16,2 107,0±17,1 68,0±23,2 63,0±22,6 76,0±26,6 137,9±21,4* 

PPI 60 16,5±5,1 3,9±5,4 20,9±7,3 12,0±7,1 -11,4±8,3* 19,3±6,8 

Latencia PPI 60 95,2±3,4 103,1±3,6 98,9±4,9 91,5±4,8 96,1±5,7 110,2±4,6* 

PPI120 23,6±5,6 12,1±5,9 26,5±8,0 20,7±7,9 -6,5±9,2* 30,7±7,4 

Habituación 37,3±6,3 28,1±6,6 46,5±9,0 28,1±8,7 11,4±10,3* 44,9±8,3 

Actividades 
Funcionales 1,4±0,9 3,5±0,7* 1,9±1,3 0,9±1,2 4,2±1,1 2,8±0,8 

Test de Isaac letra P 8,5±0,6 6,6±0,5* 9,5±0,9 7,6±0,8 5,8±0,8* 7,4±0,6 

Te
st 

de
 W

ec
hle

r 

Texto 22,1±2,8 13,6±2,2* 24,3±4,1 20,0±3,9 11,9±3,5* 15,3±2,7 

Recuerdo de 
Texto 12,2±2,0 5,9±1,6* 13,4±2,9 11,1±2,8 4,0±2,5* 7,8±2,0 

Reconocimient
o de Texto 19,4±1,1 18,1±0,8* 19,8±1,5 19,1±1,5 18,6±1,3 17,6±1,0 

Porcentaje de 
Reconocimient

o de Texto 
65,5±9,7 36,2±7,6* 62,5±14,1 68,5±13,3 27,5±12,0 45,0±0,4 

Parejas de 
Palabras 9,2±1,5 3,1±1,2* 9,0±2,1 9,4±2,0 2,1±1,8* 4,2±1,4* 

Recuerdo 
Parejas 

Palabras 
2,5±0,5 1,1±0,4* 2,6±0,8 2,4±0,7 0,9±0,7 1,4±0,5 

Porcentaje 
Retención 
Parejas de 
Palabras 

66,3±10,9 31,2±8,6* 66,2±15,8 66,3±14,9 29,3±13,5 33,0±10,5 

Ge
no

tip
o C

OM
T 

rs4
68

0 

A/A 7(36,8) 1(4,2) 

Comparaciones entre grupos OR(95% IC) (p) 

21,0(1,8-248,1)0,01* 

A/G 9(47,4) 14(58,3) 10,9(1,1-103,9)0,04* 

G/G 3(15,8) 9(37,5) 21,0(1,8-248,1)0,01* 

Fr
ec

ue
nc

ia 
Al

éli
ca

 

Fr
ec

ue
nc

i
a A

lél
ica

 Portador  23(60,5) 16(33,3) 0,33(0,14-0,79)0,01* 

No portador 15(39,5) 32(66,7) 3,07(1,27-7,43)0,01* 

 

 
Tabla 15.  Parámetros de evaluación del RAS y de sus modificaciones, test cognitivos y polimorfismos, en pacientes con 
DCL y controles. Valores medios (± EEM) en pacientes y controles. Las diferencias son significativas cuando *p<0,05  ó  ** 
p<0,001. 
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 6.6.2. Análisis de las variables estudiadas en la EA 

Haciendo un resumen de las variables estudiadas en la EA (tabla 16) comparándolas con los 
controles encontramos que la latencia de la PPI60  por un lado, y  la PPF, como su latencia por 
otro, son marcadores de la EA. En cuanto a las variables de test cognitivos encontramos que 
en la evaluación de la prueba de Pfeffer hay una diferencia significativa entre controles y 
pacientes con EA (p=0,001), fundamentalmente en los hombres con EA y los controles 
(p=0,009), lo que confirma que estos pacientes tienen una mayor dependencia para 
desarrollar las actividades de la vida diaria.  

Los pacientes con EA muestran un  mayor deterioro en sus funciones cognitivas, obteniendo 
una puntuación muy baja en el test MMSE, con una diferencia significativa en relación a los 
controles (p=0,000); en los análisis por género, encontramos diferencias entre los pacientes 
con EA y los controles (p=0,013), siendo los hombres con EA más dependientes.  

La fluidez verbal, medida a través del Test de Isaac, sólo se muestra alterada de forma 
significativa en los pacientes con EA en relación a los controles (p=0,000). Si contemplamos el 
género de la muestra, se aprecia que tanto las mujeres con EA como los hombres se 
diferencian de los respectivos controles (p=0,033 y p =0,000, respectivamente). 

En el análisis de varianza, hemos encontrado que, lógicamente, los pacientes con EA 
mostraron puntuaciones más bajas en todas las pruebas utilizadas que los respectivos 
controles y que el resto de pacientes. Esto ocurre tanto en mediciones de recuerdo como de 
reconocimiento de textos I y II (p=0,01), Números y Letras (p=0,001); parejas de palabras 
(p=0,05) y reconocimiento de parejas de palabras (p=0,001). 
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Control(35) EA(21) 

Control EA 

Hombre(17) Mujer(18) Hombre(7) Mujer(14) 

Latencia PPI 60 95,2±3,8 100,7±5,2 98,9±5,5 91,5±5,3 92,7±8,5 108,7±6,0* 

PPF 23,1±4,6 39,6±6,3* 25,3±6,6 20,9±6,4 37,1±10,3 42,0±7,3* 

Latencia PPF 80,5±3,2 69,7±4,4* 86,9±4,6 74,2±4,5 69,1±7,1* 70,4±5,1 

Actividades Funcionales 1,4±2,0 9,0±1,9* 1,9±2,9 0,9±2,7 8,9±3,1 9,1±2,1* 

MMSE 27,2±1,1 20,7±1,0** 27,6±1,6 26,8±1,5 21,1±1,7* 19,7±1,2* 

Test de Isaac 36,8±2,0 27,3±1,9** 38,4±2,9 35,2±2,7 26,0±3,1* 28,5±2,1 

Te
st 

de
 W

ec
hle

r 

Texto 22,1±2,2 8,3±2,1** 24,3±3,1 20,0±3,0 8,7±3,4* 7,8±2,3* 

Pendiente de 
aprendizaje 3,1±0,5 0,8±0,5* 3,0±0,7 3,1±0,7 0,4±0,8* 1,1±0,5* 

Recuerdo de Texto 12,2±1,6 1,6±1,5** 13,4±2,4 11,1±2,3 1,3±2,6** 1,9±1,7* 

Reconocimiento de 
Texto 19,4±0,8 16,1±0,8* 19,8±1,2 19,1±1,1 15,7±1,3* 16,4±0,9 

Porcentaje de 
Reconocimiento de 
Texto 

65,5±7,9 10,7±7,5** 62,5±11,5 68,5±10,9 9,2±12,3* 12,3±8,4** 

Letras y Números 4,6±0,6 1,6±0,6** 5,3±0,9 4,0±0,9 2,1±1,0* 1,0±0,7* 

Parejas de 
Palabras 9,2±1,4 4,0±1,3* 9,0±2,1 9,4±2,0 5,9±2,2 2,1±1,5* 

Porcentaje 
Retención Parejas 
de Palabras 

66,3±12,2 33,9±11,5 66,3±17,4 66,3±16,7 46,4±19,0 21,3±13,0* 

Reconocimiento 
Pareja de Palabras 22,9±1,0 17,8±0,9** 22,5±1,4 23,2±1,3 18,7±1,5 16,8±1,0** 

 

 

6.6.3. Análisis de las variables estudiadas en el  EP 

En la EP, las variables discriminantes en relación a los controles  son la PPI120 y la PPF (tabla 
17). En la PPI120  esta diferencia se observa también en  los hombres con EP en relación a los 
controles (p =0,019). Los análisis de la latencia de la PPI, muestran diferencias significativas 

Tabla 16.  Parámetros de evaluación del RAS y de sus modificaciones, test cognitivos y polimorfismos, en pacientes con 
EA y controles. Valores medios (± EEM) en pacientes y controles. Las diferencias son significativas cuando *p<0,05  ó  
** p<0,001. 
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entre los pacientes con EP y controles en la PPI60 (p=0,001) tanto en hombres (p=0,033), 
como en mujeres (p=0,013). Analizando la PPF, también encontramos diferencias entre 
controles y pacientes con EP (p=0,00), tanto en hombres (p=0,006) como en mujeres 
(p=0,0190). Finalmente, también encontramos diferencias significativas en la latencia de la 
PPF entre los hombres con EP y hombres control (p=0,006).  

En la puntuación obtenida en el GDS encontramos diferencias significativas entre los 
pacientes con EP y los controles (p=0,049), indicando síntomas de depresión leve los 
pacientes EP.  

El análisis de la distribución genotípica del polimorfismo rs6280 del gen Drd3, indica que la 
presencia del genotipo alterado T/T,  aparece en un porcentaje mayor  en los pacientes de EP 
en nuestro grupo de sujetos, con una frecuencia estadísticamente significativa en relación a 
los controles (p=0,010), siendo el factor de riesgo en esta patología OR:11,08 con un IC de 
95% 1,96-62,5. 

  

 

 

 

	  
Control(35) EP(52) 

Control EP 
Hombre(17) Mujer(18) Hombre(28) Mujer(24) 

Latencia PPI 60 95,5±3,4± 110,0±2,8** 98,9±4,8 92,1±4,7 112,2±3,8* 107,9±4,1* 

PPI120 23,5±4,9 42,1±4* 26,5±7,0 20,5±6,8 47,9±5,5* 36,2±5,9 

PPF 23,2±4,7 45,8±3,9** 25,3±6,8 21,2±6,6 49,4±5,3* 42,3±5,7* 

Latencia PPF 81,4±3,2 73,6±2,6 86,9±4,6 75,9±4,5 70,4±3,6* 76,7±3,9 
Escala de 

depresión geriátrica 6,6±1,8 10,7±1,0* 5,6±2,6 7,4±2,4 9,9±1,4 11,6±1,5 

Ge
no

tip
o D

rd
3 

rs6
28

0 T/T 4(20) 19(43,2) 

Comparaciones entre grupos OR(95% IC) (p) 

11,1(2,0-62,5)0,006* 

T/C 9(45) 22(50) 5,7(1,2-27,1)0,03* 

C/C 7(35) 3(6,8) 11,1(2,0-62,5)0,006* 

Fr
ec

ue
nc

ia 
Al

eli
ca

 

Portador  23(60,5) 16(33,3) 0,33(0,14-0,79)0,01* 

No 
portador 15(39,5) 32(66,7) 3,07(1,27-7,43)0,01* 

	  Tabla 17.  Parámetros de evaluación del RAS y de sus modificaciones, test cognitivos y polimorfismos en pacientes con EP 
y controles. Valores medios (± EEM) en pacientes y controles. Las diferencias son significativas cuando *p<0,05  ó  ** 
p<0,001. 
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6.6.4. Análisis de las variables estudiadas en el  TE 

Resumiendo las variables estudiadas en el TE se aprecia que la latencia en la PPI60 es 
significativamente diferente entre las mujeres control y TE (p=0,05) (Tabla 18).   

La fluencia verbal, medida a través del Test de Isaac, mostró diferencias significativas entre 
los pacientes con TE y controles (p=0,005), con valores mayores en los pacientes con TE que 
los controles, apreciándose esta diferencia fundamentalmente entre las mujeres TE y las 
mujeres control (p=0,000). En el ítem de la letra P encontramos diferencias significativas entre 
las mujeres con TE y control p=0,026. 

En el test Wechler, encontramos diferencias significativas entre los pacientes TE y controles 
en el reconocimiento de textos (p=0,011) y el reconocimiento de parejas de palabras 
(p=0,029).  

En el recuerdo de textos II, los pacientes con TE obtuvieron una puntuación menor que los 
controles (p=0,011) esta diferencia se observa también en mujeres con TE y mujeres control 
(p=0,035). 

En cuanto a la subescala de Parejas de Palabras en pendiente de aprendizaje, los pacientes 
con TE obtuvieron las puntuación más alta que los controles, encontrándose diferencias 
significativas frente a los controles  (p=0,000). Esta diferencia  se observa tanto en hombres 
(p=0,011), como en mujeres (p=0,032). En la prueba de reconocimiento de las parejas de 

palabras, de nuevo los pacientes con TE obtuvieron puntuaciones mayores frente a los 
controles (p= 0,020), diferencia debida fundamentalmente a los hombres de este grupo 
(p=0,027). 
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Control(35) TE(34) 

Control TE 

Hombre(17) Mujer(18) Hombre(17) Mujer(17) 

Latencia PPI 60 95,5±3,5 103±3,5 98,9±5,0 92,1±4,9 100,8±5,0 106,0±5,0* 

Test de Isaac 36,8±0,6 38,9±0,4* 38,4±0,9 35,2±0,8 38,2±0,6 39,6±0,6* 

Test de Isaac letra P 8,5±0,4 9,1±0,3 9,5±0,6 7,6±0,5 9,1±0,4 9,1±0,4* 

Te
st 

de
 W

ec
hle

r 

Texto 22,1±3,0 29,0±2,1 24,3±4,4 20,0±4,1 27,1±3,0 30,9±3,0* 

Reconocimiento 
de Texto 19,4±1,0 17,8±1,8* 19,8±1,6 19,1±1,5 22,53±0,99 22,77±0,99* 

Parejas de 
palabras 
Pendiente 
Aprendizaje  

1,2±0,5 3,5±0,3** 1,0±0,7 1,3±0,6 3,18±0,46* 3,77±0,46 

Recuerdo 
Parejas 
Palabras 

2,5±0,6 4,1±0,4* 2,6±0,8 2,4±0,8 4,0±0,57 4,18±0,57 

Reconocimiento 
Parejas 
Palabras 

22,9±0,3 23,8±0,2* 22,5±0,9 23,2±0,9 23,82±0,33* 23,71±0,33 

 

6.7. Medidas Longitudinales 

6.7. Medidas Longitudinales 

A los 9 meses, se repitieron las diferentes técnicas de evaluación diagnóstica a los integrantes 
del grupo de estudio. 

6.7.1. Evaluación Cognitiva 

Hemos repetido la evaluación cognitiva de los pacientes utilizando los test que previamente 
habíamos utilizado para medir la independencia del paciente (Escala funcional de Pfeffer), el 
deterioro cognitivo (cuestionario MMSE), la depresión (GDS), la fluencia verbal semántica 
(test de Isaac), y  la evaluación de la atención y la memoria de trabajo auditiva y espacial 
(test de Wechsler III).  

6.7.1a. Evaluación funcional 

En la escala funcional de Pfeffer, encontramos que los pacientes con DCL se tornan más 

Tabla 18.  Parámetros de evaluación del RAS y de sus modificaciones, test cognitivos y polimorfismos en pacientes con TE 
y controles. Valores medios (± EEM) en pacientes y controles. Las diferencias son significativas cuando *p<0,05  ó  ** 
p<0,001. 



Millian-Morell L., 2015 

	  

Resultados                                                                                                                                                                                 147 

	  

dependientes, obteniendo puntuaciones significativamente más altas en la segunda 
evaluación, tras 9 meses (p=0,015), (figura 27). No encontramos diferencias significativas en 
el resto de pacientes, con lo cual podemos decir que éstos mantienen su independencia.   

 

6.7.1b. Deterioro cognitivo 

Los pacientes con EA muestran un  mayor deterioro en sus funciones cognitivas, obteniendo 
una puntuación muy baja en el MMSE. No encontramos diferencias significativas entre la 
primera y segunda evaluación en  ninguno de los casos. En los análisis inter-sujetos, no hay 
diferencias entre los grupos.  

Figura 27. Puntuaciónes de la Escala funcional, nueve meses después de la primera evaluación. Los 
puntos  representan valores medios ± EEM. 



Millian-Morell L., 2015 

	  

Resultados                                                                                                                                                                                 148 

	  

 

6.7.1c. Escala de Depresión geriátrica 

Analizamos el grado de depresión de los pacientes mediante la escala de GDS. Los 
resultados no encuentran diferencias ente los grupos al cabo de 9 meses.  

6.7.1d. Fluidez verbal 

La fluidez verbal, medida a través del Test de Isaac, sólo se modifica en los pacientes de TE 
de forma significativa con respecto a la primera evaluación (p=0,028). En el resto de grupos, 
se observa una disminución en la fluidez verbal desde la primera a la segunda evaluación 
(tabla 19), pero no encontramos diferencias significativas en las mediciones.  

6.7.1e.Test de Wechsler  

Esta prueba es una herramienta general de evaluación de la memoria en sus diferentes 
procesos de codificación, retención y recuperación. Realizando comparaciones múltiples, 
observamos que, lógicamente, los pacientes con EA mostraron puntuaciones más bajas  en 
todas las pruebas del test. Sin embargo, son los pacientes con EP los que muestran un mayor 
deterioro desde la primera a la segunda evaluación. Esto ocurre tanto en mediciones de 

Figura 28. Puntuación del MMSE nueve meses después de la primera evaluación. Los puntos 
representan valores medios ± EEM.  
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recuerdo como de reconocimiento de textos I (p=0,01) y II (p=0,000), Números y Letras 
(p=0,04); y parejas de palabras (p=0,02). Los análisis de comparaciones por pares indican que 
no hay diferencias significativas entre los grupos. Sólo en  la subescala de  reconocimiento de 

textos, hemos apreciado diferencias significativas entre los pacientes TE y el resto de los 
grupos, con los pacientes de  EA (p=0,05), de DCL (p=0,001) y de EP (p=0,01).  Por último, en 
la variable pendiente de aprendizaje auditivo, la diferencia entre la recuperación en la primera 
y segunda ocasión en que se oye la historia es notable  entre el grupo de EA frente al grupo 
de pacientes EP (p=0,05) y de TE (p=0,001). Los pacientes de DCL también difieren en esta 
variable de los pacientes con EA (p=0,05). En el recuerdo de textos II, los pacientes con TE 
obtuvieron una puntuación mayor que los pacientes con EA (p=0,001), con DCL (p=0,001) y 
con EP (p=0,001). Los pacientes de EA tienen una puntuación significativamente menor que 
los pacientes con EP (p=0,01). Un resultado semejante se obtuvo con la prueba de 
reconocimiento de las ideas presentes en los textos. Los pacientes con TE obtuvieron valores 
significativamente superiores a los pacientes con EA (p=0,001), con DCL (p=0,001) y EP 
(p=0,05). La puntuación obtenida por los pacientes con EA fue significativamente menor que la 
obtenida por los pacientes con EP (p=0,05).  

Podemos concluir que la codificación y la retención de la información auditiva están 
comenzando a deteriorarse en los pacientes de EP.  



	  

	  

 EA 
 

DCL 
 

EP 
 

TE 
 

aValor de F b Valor de p 

Actividades Funcionales 
4,9±1,3 

6,5±3,0(2) 
 

3,6±1,1 
8,7±2,5*(2) 

1,5±3,0 
2,0±7,1(2) 

2,0±1,5 
3,6±3,6(2) 

0,9 
0,6(2) 

 

0,5 
0,6(2) 

 
GDS 

11,3±1,2 
7,7±1,6(2)(2) 

 
 

8,4±1,0 
7,4±1,4(2) 

 

5,0± 2,9 
3,5±3,9(2) 

4,5± 1,5 
6,3±1,9(2) 

4,6 
0,4(2) 

0,009* 
0,75(2) 

MMSE 21,6±1,5 
22,1±1,6(2) 

24,5±1,2 
23,8±1,4(2) 

27,5±3,5 
29,0±3,8(2) 

26,0±1,7 
24,2±1,9(2) 

1,7 
1,0(2) 

0,2 
0,4(2) 

Test de Isaac 
 

30,3±1,9 
28,2±3,0(2) 

34,7±7 
31,9±2,5(2) 

37,0±4,4 
34,5±6,9(2) 

38,5±2,2 
33,3±3,4(2) 

2,9 
0,58(2) 

0,05 
0,64(2) 

Test de Isaac letra P 8,2±0,8 
6,8±1,9(2) 

7,6±0,7 
8,3±1,6(2) 

 

9,0±1,0 
8,5±2,3(2) 

7,9±1,0 
6,0±2,3(2) 

0,2 
0,3(2) 

0,9 
0,9(2) 

Te
st 

de
 W

ec
hle

r 

Texto 8,6±4,0 
11,5±3,5(2) 

17,0±3,4 
12,9±3,0(2) 

34,0±9,4 
18,0±8,3(2) 

22,5±4,7 
24,3±4,1(2) 

3,0 
2,3(2) 

0,5* 
0,1 

Pendiente de aprendizaje 1,0±1,0 
1,5±0,9(2) 

3,1±0,8 
3,1±0,8(2) 

3,5±2,2 
2,0±2,1(2) 

4,8±1,1 
3,8±1,0(2) 

2,3 
1,1(2) 

0,09 
0,4(2) 

Recuerdo de Texto 3,1±2,7 
4,7±2,3(2) 

8,7±2,3 
7,8±2,0(2) 

31,0±6,2 
12,0±5,5**(2) 

13,4±3,1 
14,1±2,7(2) 

6,5 
2,5 

0,002** 
0,08 

Reconocimiento de Texto 17,5±1,5 
17,5±1,1(2) 

17,8±1,3 
18,0±0,9(2) 

24,5±3,5 
18,0±2,5*(2) 

19,9±1,7 
19,8±1,2(2) 

1,4 
0,7(2) 

0,3 
0,5(2) 

Porcentaje de Reconocimiento de Texto 19,7±9,6 
28,7±11,3(2) 

43,9±8,2 
46,5±9,7(2) 

128,5±22,6 
97,0±26,5(2) 

67,9±11,3 
77,0±13,3(2) 

8,2 
3,6(2) 

0,000** 
0,02*(2) 

Letras y Números 2,2±1,0 
2,3±0,9(2) 

2,6±0,8 
1,8±0,7(2) 

6,5±2,4 
2,5±2,0(2) 

4,5±1,2 
3,6±1,0(2) 

1,6 
0,8(2) 

0,2 
0,5(2) 

Parejas de Palabras 4,7±2,0 
1,5±0,6(2) 

4,5±1,7 
1,7±0,4(2) 

13,5±4,6 
1,0±1,3(2) 

8,8±2,3 
1,6±0,7(2) 

1,8 
0,1(2) 

0,2 
1,0(2) 

Pendiente de aprendizaje 1,8±0,5 
1,5±0,6(2) 

1,4±0,5 
1,7±0,5(2) 

1,0±1,3 
1,0±1,3(2) 

2,5±0,6 
1,6±0,7(2) 

0,8 
0,09(2) 

0,5 
1,0(2) 

Recuerdo de Parejas de Palabras 1,7±0,7 
1,6±0,7(2) 

1,6±0,6 
1,6±0,6(2) 

3,5±1,6 
2,0±1,7(2) 

2,6±0,8 
2,6±0,0(2) 

0,7 
0,3(2) 

 

0,6 
0,8(2) 

Porcentaje de Retención 40,5±14,5 
28,7±11,3(2) 

39,7±12,4 
46,5±9,7(2) 

43,8±34,0 
97,0±26,5(2) 

75,0±17,0 
77,0±13,3(2) 

1,09 
3,6(2) 

0,4 
0,02*(2) 

Reconocimiento Pareja de Palabras 19,9±1,3 
20,1±2,1(2) 

20,6±1,1 
18,8±1,8(2) 

24,0±3,1 
22,5±5,0(2) 

23,8±1,5 
21,0±2,5(2) 

1,6 
0,3(2) 

0,2 
0,8(2) 
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6.7.1.2a.Evaluación motora en la EP  

La función motora de los pacientes con EP fue evaluada a los nueve meses después de la 
primera evaluación, no apreciándose diferencias con respecto a la primera ocasión. Los 
pacientes con EP presentaban una puntuación media en el UPDRS total en la segunda 
evaluación de  de 41,56 ± 4,32, con valores inferiores a 30 puntos en el 7,1%de los pacientes, 
y  superiores a 64 en el 47,1%.  

La valoración mental del comportamiento y estado de ánimo (UPDRs I) proporciona una 
puntuación media de 3,00 ± 0,51.  La puntuación en el UPDRSII, que valora la independencia 
en actividades de la vida diaria,  es de 11,91 ± 1,70, mientras que la subescala UPDRs III (que 
explora los aspectos motores), da una puntuación media  de 22,46 ± 1,75, con valores más 
elevados en los pacientes con enfermedad más grave (34-46 en el 14,28% de los sujetos). En 
la subescala UPDRs IV (que explora los aspectos del tratamiento) la puntuación es de 1,83 ± 
0,80. (Anexo III). 

6.7.1.2b.Evaluación motora en el TE  

La evaluación motora de los pacientes de TE no arrojó diferencias entre la primera y la 
segunda medición en la valoración total obtenida con el TETRAS. Los resultados muestran 
que disminuye ligeramente el grado de independencia de los pacientes  (del 75% al 73,23%). 
Con respecto a los ítems del test, sólo se aprecian diferencias significativas (p=0,014) en la 
subescala de temblor de  miembros inferiores. (Anexo IV). 

6.7.2. Evaluación del RAS y la PPI 

6.7.2.1.Valoración del RAS  

Nueve meses después de la primera evaluación, se repitieron las mediciones del RAS. En 
esta parte del estudio participaron 15 del total de 33 pacientes con DCL, 9 de los 21 pacientes 
diagnosticados de EA, 37 de los 52 pacientes de EP, y 19 pacientes del total de 34  con TE.  

En la evaluación del RAS, observamos (figura 29A) que sólo hay diferencias entre la primera 
medición y la segunda en los pacientes de EA(p=0,000). En el resto de patologías, se puede 
apreciar  que la amplitud del RAS en la segunda medición es mayor, salvo en los pacientes de 
DCL, en los que la segunda medición se reduce, pero las diferencias no son significativas. En 
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los análisis entre grupos, encontramos que la EA se diferencia del resto de patologías en la 
segunda medición (DCL (p=0,004), EP (p=0,027), TE (p=0,024)). En cuanto a la latencia del 
RAS (figura 29B), no encontramos diferencias con respecto a la primera medición.  

 

 

 

 
6.7.2.2.Evaluación de PPI y PPF 
La PPI tiende a disminuir  de la primera a la segunda medición en  los  dos paradigmas 
estudiados (PPI60 y PPI120), salvo en los pacientes de Alzheimer que aumenta (figura 30), 
aunque sin significado estadístico. Al comparar entre grupos, encontramos que hay diferencias 
significativas en la PPI60  entre los pacientes con EA y pacientes con DCL (p=0,006) y en los 
pacientes de EA y TE (p=0,043). También, encontramos diferencias en la segunda medición 
de la PPI60 entre los DCL y los EP (p=0,047). En los análisis de la PPI120 encontramos que los 
pacientes con DCL tienen diferencias significativas respecto al resto (EA p=0,019 y EP 
p=0,017). 

Figura 29.  A. Amplitud del Reflejo de sobresalto en las enfermedades neurodegenerativas  en dos mediciones 
realizadas con 9 meses de diferencia . B. Latencia del Reflejo de sobresalto  en una primera medición y una segunda 
medición 9 meses después. Los puntos representan ± EEM. (*) significación estadística entre grupos, (p<0,05). 
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No hay modificación en las latencias de la primera a la segunda medición, en ningún caso.   

 

 

 

En la PPF, ocurre lo contrario, disminuye en la segunda medición con respecto la primera, 
salvo en los pacientes de EA, que ocurre el efecto contrario, no siendo significativas las 
diferencias en ningún caso.  

 

 

 

 

 

 

Figura 30. Modificaciones del Reflejo de sobresalto en las enfermedades neurodegenerativas por diferentes prepulsos 
sonoros antes del pulso desencadenante del reflejo en una primera medición y una segunda medición 9 meses 
después.  Se observan diferencias significativas  (*) entre grupos (p<0,05). Las columnas representan valores medios ± 
EEM.  
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7.Discusión 

7.1 Discusión metodológica 

La evaluación neuropsicológica (también denominada evaluación neurocognitiva) es un 
método diagnóstico que estudia el funcionamiento cerebral y brinda información no 
suministrada por otros métodos de estudio, como el PET o la resonancia magnética. Este tipo 
de estudios permite comprender cómo funcionan las diferentes áreas cerebrales  de un 
paciente o evaluar funciones específicas (como problemas de memoria vs. problemas de 
atención). Es importante detectar el deterioro cognitivo en una etapa temprana, dado que el 
DCL es un factor de riesgo para la demencia (Aarsland y cols., 2010; Janvin y cols., 2006; 
Siepel y cols., 2014). La evaluación neuropsicológica llevada a cabo en este estudio implica la 
medición de los siguientes aspectos: la capacidad intelectual general, el aprendizaje y la 
memoria. El lenguaje, la atención y la concentración,  así como las destrezas de ejecución de 
alto nivel o funciones ejecutivas (por ej., secuenciación, razonamiento, resolución de 
problemas) son otras características que podemos evaluar mediante test neuropsicológicos. 
Algunas capacidades las hemos estudiado en mayor detalle que otras, dependiendo de las 
peculiaridades de cada patología, y las distintas patologías darán diferentes patrones de 
puntos fuertes y débiles en las pruebas. Los resultados también pueden ser útiles para 
determinar qué áreas del cerebro podrían estar involucradas y de qué enfermedades podría 
tratarse. Por ejemplo, las pruebas de evaluación cognitiva pueden ayudar a diferenciar entre la 
EA, un accidente cerebro vascular y la depresión, lo cual es importante porque el tratamiento 
apropiado depende de un diagnóstico preciso.  

El análisis de los polimorfismos génicos se realizó utilizando ADN extraído de muestras de 
saliva. Se eligió la obtención del ADN de esta manera con el objetivo de realizar la prueba de 
la manera menos invasiva, cómoda y segura para los pacientes. Debido a que la continua 
secuenciación del genoma es una técnica cara y tediosa, se han desarrollado ensayos 
TaqMan® basados en PCR, proporcionando una manera más fácil y económica para estudiar 
genotipos y para los estudios de asociación genética. Por otra parte, los polimorfismos de los 
genes analizados, fueron elegidos por su relación con el metabolismo dopaminérgico, muy 
relacionado con el RAS/PPI y con las enfermedades neurodegenerativas estudiadas.   
El análisis de los parámetros temporales de la voz  sirve como complemento para evaluar en 
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los pacientes de EP efectos de la degeneración del sistema motor. A través de estos análisis, 
se pueden evaluar los cambios provocados por la rigidez muscular en la laringe y la alteración 
del ritmo vibratorio de las cuerdas vocales, lo que se traduce en cambios en los parámetros 
perceptuales y acústicos de la voz.  En el caso de los pacientes con EA, los análisis de la voz 
pueden aportar información de dominios cognitivos, ya que los cambios en la voz están más 
asociados a trastornos del lenguaje. 

El estudio del RAS constituye un criterio sencillo de evaluación de la normofuncionalidad del 
sistema nervioso (Geyer y cols., 2001). Este reflejo es un ejemplo de fenómeno atencional no-
selectivo (Bakker y cols., 2006), y posee múltiples aplicaciones diagnósticas, ya que se 
encuentra alterado en numerosas trastornos neurológicos (Wilkins y cols., 1986). De las 
modulaciones del RAS, la PPI constituye uno de los métodos más usados para evaluar la 
capacidad del cerebro de filtrar información irrelevante, considerándola como un parámetro de 
filtrado sensorial (Hoffman y Ison, 1980), que nos permite evaluar la capacidad sensoriomotora 
en el estudio de diversos patrones conductuales, enfermedades neurológicas o psiquiátricas 
(Wilkins y cols., 1986). 

La medición de RAS/PPI es un instrumento diagnóstico rápido, sencillo, barato e inocuo, y del 
que puede extraerse mucha información. Con el desarrollo de este proyecto, se ayuda a la 
consolidación el RAS/PPI como un endofenotipo de enfermedades neurodegenerativas y 
neuropsiquiatricas establecidas, y  como  herramienta   diagnóstica en los  servicios de 
Neurología y Psiquiatría del  Hospital Universitario de Salamanca.   

7.2. Evaluación del RAS/PPI, en pacientes con enfermedades Neurodegenerativas 

7.2a. Evaluación del RAS 

Analizamos las variaciones en la medición del RAS en pacientes con enfermedades 
neurodegenerativas, estudiando  las diferencias entre grupos, intergrupos y con el grupo 
control.  

En el presente estudio, se encontró que los pacientes con distintas enfermedades 
neurodegenerativas y sujetos control tenían amplitudes similares en el RAS. En el caso de la 
latencia ocurre lo mismo, salvo en los pacientes con EP que tiene unas latencias mayores que 
el resto de sujetos.  Varios autores (Vidailhet y cols., 1992; Kofler y cols., 2001; Bowers y cols., 
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2006) describen que la latencia del RAS en la EP es mayor cuando el registro se hace en el 
músculo orbicularis oculi, y que ésta se incrementa en el estado “on” de la medicación y 
cuando el paciente está sentado. Nuestros resultados son consistentes con la literatura 
(Ellwanger y cols., 2003; Ludewig y cols., 2003; Kumari  y cols., 2004, 2008), donde se refleja 
que, con la edad, la amplitud del RAS es menor, fenómeno que afecta a los sujetos sanos de 
nuestro estudio.  

Los resultados del RAS obtenidos en la EP son similares a los previamente publicados, en los 
cuales se atribuye el tipo de respuesta en estos pacientes a la pérdida neuronal que se 
produce en los núcleos que controlan la respuesta de sobresalto, los núcleos pontinos de la 
formación reticular (Vidailhet y cols., 1992). En el caso de los pacientes con TE, presentan 
mayor amplitud y menor latencia del RAS con respecto al grupo control. Estos hallazgos 
podrían deberse a la pérdida del mecanismo compensador temprano del LC sobre la SN, que 
causaría a su vez disfunción del circuito NPP-NCPr con las subsiguientes manifestaciones en 
el RAS (Lavoie y Parent, 1994). Actualmente, en la literatura no encontramos estudios del 
RAS en pacientes con TE, por lo que no podemos comparar los resultados. Partiendo de que 
ambas enfermedades (EP y TE) comparten un sustrato anatomopatológico común, nos 
encontramos con resultados distintos. Estas diferencias pueden interpretarse en el contexto de 
que en estas patologías, a pesar de compartir elementos clínicos, presentan diferencias en la 
afectación de las estructuras subcorticales que modulan y canalizan las vías del reflejo de 
sobresalto.  

Los resultados en el caso del DCL y la EA reflejan una disfunción del circuito a niveles de 
estructuras que están envueltos en los procesos atencionales. Los pacientes con DCL tienen 
un RAS con amplitud mayor que los controles y demás grupos de pacientes. Podemos 
hipotetizar que esta diferencia es debida a la perdida neuronal en la formación hipocámpica 
que ocurre en estos pacientes, ya que en el hipocampo y la corteza cingulada anterior, 
desempeñan un papel en la modulación del reflejo (Lee y Davis, 1997; Medford y Critchley, 
2010). 

Realizamos los estudios del RAS 9 meses después de la primera medición en los pacientes, y 
observamos que el RAS aumentó en todos pacientes observándose diferencias significativas 
en los pacientes con EA de la primera a la segunda medición. La latencia sin embargo se 
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mantiene estable en todos los casos. Este aumento del RAS podría ser reflejo del progreso de 
la enfermedad. Necesitamos confirmar estos datos en una muestra mayor de pacientes, y en 
distintos estadíos evolutivos de las diferentes patologías, por la importancia que tendría 
estandarizar el RAS como biomarcador diferencial en los trastornos degenerativos. 

Al realizar el análisis por género, vemos que hay diferencias significativas entre las mujeres 
con DCL y las mujeres del grupo control. También, encontramos diferencias entre las mujeres 
con DCL y las mujeres con TE. No hemos encontrado diferencias entre controles y pacientes 
en la latencia, y tampoco se encuentran diferencias por género. Sólo encontramos diferencias 
en las latencias entre los pacientes de EA entre hombres y mujeres.  

En los análisis del RAS por género, el primer dato reseñable es la diferencia que se establece 
en el grupo femenino en función de la patología, obteniendo el grupo de mujeres con DCL 
diferencias significativas en amplitud frente al grupo de mujeres control y el grupo de mujeres 
con TE. Los resultados en relación a la amplitud muestran niveles más altos en los grupos de 
mujeres, estando esta tendencia en consonancia con los trabajos publicados por Kofler y cols., 
2001, según el cual, las mujeres de edad avanzada presentan una latencia de respuesta 
menor que los hombres. Estas diferencias de comportamiento en lo que a la respuesta refleja 
se refiere en relación a las diferencias en la producción de esteroides sexuales y por tanto 
entre ambos géneros, son el reflejo de la acción hormonal sobre el SNC; aunque los 
mecanismos no son bien conocidos, ejercen, por una parte, una acción moduladora y por otra, 
muy importante, neuroprotectora, sobre todo los estrógenos (Green y Simpkins, 2000) y puede 
que sea este hecho la base de las diferencias existentes en el desarrollo de enfermedades 
neurodegenerativas entre hombres y mujeres. Este patrón ha sido confirmado mediante 
estudios epidemiológicos (Schrag y cols., 2000). Aunque se esperaría que en nuestro grupo 
de estudio el efecto hormonal  en el RAS estuviese descartado, debido a la media de edad de 
los sujetos de la muestra, observamos que la tendencia de las mujeres a tener una amplitud 
mayor de RAS se mantiene. 

7.2b. Habituación 

La habituación puede proporcionar un paradigma útil para la investigación de los correlatos 
psicobiológicos del envejecimiento, ya que se ha sugerido que el aumento de la tendencia a 
habituarse, como se ve en los seres humanos de edad avanzada, tiene una relación 
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importante con la edad, y está asociado a déficits de memoria y de aprendizaje (Botwinick, 
1970). Este patrón puede aplicarse únicamente en nuestro grupo de estudio a las mujeres, 
encontrándose que las del grupo control se habitúan menos que el resto de las mujeres 
afectadas con patologías neurodegenerativas.  

Curiosamente, los hombres con DCL presentan diferencias de habituación al RAS  en relación 
a los controles, pero a diferencia de lo esperado, tienen un menor porcentaje de habituación, 
lo que se contradice los datos anteriores. Las mujeres de este grupo, no presentan diferencias 
en la habituación del reflejo con las controles de su mismo género. Este diferente 
comportamiento intergenérico está descrito, teniendo las mujeres de edad avanzada un patrón 
de habituación similar a las jóvenes (Rinaldi y Thompson, 1985).  

Aunque no es significativa la diferencia, los pacientes con EA muestran una gran habituación, 
lo que les sitúa en la línea de la hipótesis planteada por Botwinick (Botwinick, 1970).  

7.2c. Evaluación de la PPI 

En la PPI no encontramos cambios significativos entre los grupos de pacientes y controles 
cuando el intervalo entre prepulso-a-pulso era de 60 ms, aunque sí se aprecia una tendencia 
de los pacientes con DCL a disminuir la PPI y en los pacientes con EP la tendencia contraria. 
En la PPI120, encontramos diferencias significativas entre los pacientes de EP y controles, y 
una marcada tendencia a aumentar en los pacientes con EA y a disminuir en los pacientes con 
DCL. En los análisis por grupos, encontramos diferencias significativas entre los pacientes de 
EP y los pacientes de DCL.  

La PPI evidencia el control que ejercen los ganglios basales en los reflejos del tronco cerebral, 
tal como vemos en las distintas enfermedades neurodegenerativas que hemos estudiado, las 
cuales constan de alteraciones en el circuito troncoencefálico y sus neurotransmisores.  

Los resultados de nuestro estudio concuerdan con lo publicado previamente, ya que no 
encontramos diferencias significativas en la PPI en los diferentes intervalos prepulso-pulso 
entre pacientes con DCL y EA (Hejl y cols., 2004). Por otra parte, tanto nuestros resultados 
como lo publicado por el grupo de Hejl (Hejl y cols., 2004), se contradice con los datos 
aportados por Ueki y cols., 2006, quienes encontraron que pacientes con DCL presentaban un 
aumento en la PPI, mientras que los pacientes con EA inicial, mostraban un déficit en la PPI 
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en relación a los controles. Esta diferencia en los resultados pudiera deberse a una diferencia 
metodológica, en el estudio de Ueki y cols., 2006, utilizan un acelerómetro para la medición de 
la contracción muscular, mientras que nosotros y el grupo de Hejl y cols., 2005, utilizamos un 
registro electromiográfico. La mayor inhibición observada en los pacientes con EA en nuestro 
estudio podría ser debida al tratamiento farmacológico al cual están sometidos (Anexo II). 
Estudios no publicados realizados en nuestro laboratorio en animales de experimentación, 
muestran un incremento en la PPI tras el tratamiento con anticolinérgicos. Este efecto 
encontrado en animales pudiera extrapolarse a nuestros pacientes. 

El patrón de anomalías en la PPI se ha relacionado con alteraciones anatomopatológicas en la 
corteza límbica (principalmente en la corteza entorrinal), que se producirían en los primeros 
estadíos del DCL (García-Sánchez y cols., 2011). Habría que incrementar la muestra para que 
las diferencias encontradas en nuestro estudio encuentren significado estadístico, y poder así 
considerar este paradigma, PPI120, como un posible marcador biológico en el DCL y la EA.  

Al comparar con los controles, los pacientes con EP, estos mostraron mayor PPI60 y PPI120, lo 
que confirma nuestra hipótesis de que la EP presenta alteraciones en la capacidad 
sensoriomotora. Nuestros datos también coinciden con lo publicado por Periol y cols., (2005), 
quienes reportan diferencias significativas en la PPI120, mostrando los pacientes con EP una 
mayor inhibición con respecto a los controles. En su estudio, comparan también pacientes con 
EA y con demencia por cuerpos Lewy, sugiriendo la implicación del sistema dopaminérgico 
subcortico-tálamo-cortical en la regulación de la PPI, siendo la desregulación más grave en la 
demencia con cuerpos Lewy que en la EP (Periol y cols., 2005). El grupo de Valls-Solé (Valls-
Solé y cols., 2004) también reporta un aumento de la PPI en pacientes con EP. La activación 
sensorial excesiva en la EP puede reflejar una alteración en la integración de la información 
sensorial, lo que origina una alteración de  movimientos específicos (Bischoff-Grethe y cols., 
2003).  La bradicinesia en la EP afecta a la capacidad de iniciar y coordinar una serie de 
tareas motoras (Schindler y Kelly, 2002). Este deterioro de la capacidad para inhibir los 
movimientos motores justifica tanto el retraso en la aparición de las respuestas motoras, como 
la interrupción de los movimientos, una vez que se han iniciado (Obeso y cols., 2011). El 
deterioro de las regiones sensoriomotoras (GB, la corteza cerebral y otras regiones 
asociadas), para recibir los aferentes precisos de entrada puede ser la causa de los errores en 
el inicio, el tiempo, y la amplitud de los movimientos (Bischoff-Grethe y cols., 2003). El hecho 
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de que los individuos con EP a menudo muestren un aumento en el tono muscular y la rigidez, 
puede reflejar una tendencia del SNC para permanecer en un estado de alerta y en 
preparación para ejecutar un movimiento mientras se espera la llegada de la señal aferente, lo 
que se traduce en una ejecución de movimiento lenta o aberrante (Bischoff-Grethe y cols., 
2003; Farrell y cols., 2005).  

En la evaluación de las funciones motoras en los pacientes con EP mediante el UPRDs, 
encontramos que el 7.1% de los pacientes presentaba una puntuación media inferior a 30 
puntos, y un 41,26 %, valores superiores a 64 puntos, sobre un total de 159 puntos, los cuales 
representarían la incapacidad total de los pacientes. En el UPRDsIII, que evalúa 
específicamente las funciones motoras, nuestros pacientes obtuvieron una puntuación media 
de 22,63 ± 8,92, con valores más elevados en los pacientes con enfermedad más grave (34-
46 en el 14,28% de los sujetos). Teniendo en cuenta estos resultados, correlacionamos la 
puntuación de la escala motora del UPRDs con los diferentes paradigmas de la PPI, y debido 
a la heterogeneidad de la muestra, no encontramos correlación entre las variables de PPI y 
UPDRs. Aunque las variables por sí solas presentan una alteración, en estos pacientes 
creemos que debido a la diferencia de áreas que se reclutan para las respuestas reflejas y 
movimientos específicos, y el estadío en el que se encuentran los pacientes no se pueden 
correlacionar. Habría que realizar el estudio en un grupo más homogéneo, que presentara un 
estadío avanzado para intentar correlacionar estas dos variables. 

En el caso del TE, se mantiene la misma tendencia que en la EP, presentando los pacientes 
con TE una mayor PPI120 que los controles. Aunque no hemos encontramos publicaciones en 
las cuales se estudie las modulaciones del RAS en esta enfermedad, creemos que esta 
diferencia refleja las alteraciones existentes en los GB.  

Para la evaluación de los pacientes con TE utilizamos la escala TETRAS, en el cual se estudia 
el impacto del temblor del paciente en las actividades de la vida diaria, mediante la realización 
de una serie de movimientos consecutivos. En nuestros pacientes, encontramos que 
mantienen un 73% de independencia. Al intentar correlacionar estos resultados con la PPI, 
sucede lo mismo que en la EP; en el estadío que se encuentran los pacientes no hay 
correlación entre las variables.  

La determinación del paradigma de medición de la PPI óptimo, con distintos intervalos de 
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prepulso-pulso, podría constituir una herramienta importante para el diagnóstico diferencial 
temprano  y el seguimiento  de enfermedades degenerativas que cursan con perdida neuronal 
a nivel reticular.  

La evolución de las enfermedades neurodegenerativas puede ser muy rápida, como en 
algunos casos, o de progresión lenta en otros, por lo que el estudio longitudinal de estas 
enfermedades nos puede dar una idea de las distintas etapas y progresión. Analizamos los 
cambios en la PPI con 9 meses de diferencia entre mediciones, y no encontramos diferencias 
entre la primera y la segunda medición intragrupo.   

En la segunda medición, sí se aprecian cambios significativos entre los grupos; los pacientes 
con DCL mostraron una disminución significativa en la PPI en relación a los pacientes de EA, 
los cuales mostraron incrementaron su PPI. También, los pacientes de DCL mostraron 
diferencias significativas con respecto a los pacientes con TE y EP quienes mostraron 
descensos en los valores de la PPI. Estos cambios puede ser un reflejo de la progresión de la 
enfermedad y los efectos de los distintos tratamientos farmacológicos a los que están 
sometidos los pacientes (Anexos I-IV). En ese sentido, en animales de experimentación, se ha 
demostrado que tras lesión del núcleo basal magnocelular, y posterior tratamiento con 
anticolinérgicos aumentan los niveles de PPI (Ballmaier y cols., 2002), mientras que el 
tratamiento con fármacos dopaminérgicos deteriora la respuesta de la PPI (Lindemann y cols., 
2012).  

En resumen, diferentes áreas corticales y subcorticales, el hipocampo, así como el AVT 
afectan la regulación de la PPI. De diferentes maneras, modulaciones de estas estructuras 
pueden causar interrupciones o reducciones de la PPI, lo que origina la desinhibición del 
circuito del RAS, por lo cual se altera la capacidad sensoriomotora. En tales casos, a pesar de 
haber un prepulso se produce una fuerte reacción de respuesta. 

7.2b. Facilitación del reflejo de sobresalto  

El análisis de la facilitación del RAS (medida en valores porcentuales, PPF) también mostró 
una diferencia significativa entre pacientes y controles. Así, hay una mayor PPF en los 
pacientes con EA, encontrándose una facilitación del reflejo en relación a los controles, lo que 
está en consonancia con lo publicado por Ueki y cols., (2006). También, los EP mostraron 
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mayor PPF que el grupo control y que el grupo de pacientes con DCL.  

La PPF es un proceso menos estudiado y comprendido. Ha sido asociado con una etapa 
posterior de alerta generalizada (Dawson y cols., 1982),  y refleja la mejora de la capacidad 
sensorial y la atención selectiva (Graham, 1975; Anthony y Graham 1985; Kumari y cols.,  
2004).  

El estudio publicado por Wynn y cols., 2004 sobre la PPF en pacientes esquizofrénicos 
muestra que estos pacientes y sus hermanos tienen una PPF menor que los controles, 
atribuyendo este hallazgo a un déficit en la atención selectiva. Estudios realizados por el grupo 
de  Ison (2006), atribuyen la PPF a respuestas motoras periféricas en lugar de estados de 
alerta, sugiriendo que las vías por las cuales se conduce la PPF pueden no depender del 
procesamiento sensoriomotor (Bowen y Ison, 2006), participando las proyecciones de la 
corteza auditiva al colículo inferior en estos procesos (Andersen y cols., 1980; Brown, 1998). 
La posibilidad de que la alteración de estructuras subcorticales en estas patologías puedan 
provocar alteraciones en el RAS o en sus modulaciones, es de crucial importancia, ya que 
podría permitir establecer diferencias entre estas enfermedades neurodegenerativas según el 
grado de alteración de las vías y núcleos implicados. 

Con el fin de explicar los hallazgos de una menor facilitación del reflejo en los pacientes es 
necesario ahondar en estos estudios, empleando distintos intervalos que desencadenen esta 
facilitación y correlacionar a su vez con test concretos de atención, para así obtener una 
evaluación más específica.  

En nuestro estudio, no hemos encontrado ninguna correlación entre la facilitación del RAS y 
los test específicos de evaluación de los trastornos del movimiento como es el UPRDs y el 
TETRAS. Tampoco encontramos diferencias al hacer el estudio longitudinal de la PPF en los 
pacientes. 

7.3 Valoración Cognitiva  

Hemos realizado una evaluación cognitiva de los pacientes utilizando diversos test que miden 
la independencia del paciente (Escala funcional de Pfeffer), el deterioro cognitivo (MMSE), la 
depresión (GDS), la fluencia verbal semántica (Test de Isaac), y  la evaluación de la atención 
y la memoria de trabajo auditiva y espacial (test de Wechsler III).  
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De forma global, el perfil del deterioro cognitivo es mayor en los pacientes EA que en el resto 
de los grupos de estudio; presentan una mayor dependencia, (según la escala funcional de 
Pfeffer) y una menor puntuación en el MMSE, significativamente más bajas que las obtenidas 
por el resto de pacientes.   

En nuestro estudio, ni los pacientes ni los controles presentan un grado de depresión 
significativo (evaluado por el GDS). En cuanto a la fluencia verbal, los resultados sólo detectan 
anomalías significativas en los pacientes de EA en relación a los controles, y con el resto de 
grupos de pacientes con patologías neurodegenerativas.  

En el caso del ítem de la letra P, los pacientes con DCL se diferencian de los controles, y al 
hacer el análisis intra-grupos encontramos que los pacientes con EA tienen un menor número 
de aciertos en comparación a los pacientes con TE.  

El deterioro cognitivo es la pérdida de funciones cognitivas o una  alteración adquirida en una 
persona previamente normal.  La valoración de las funciones cognitivas, realizada en nuestro 
estudio, muestra un claro predominio de trastornos en las funciones ejecutivas, con alteración 
en la memoria y lenguaje en pacientes con EA, a diferencia del resto de pacientes con 
enfermedades degenerativas estudiados. Los pacientes con EA tienen alteración en las 
actividades de la vida diaria, comprobada a través del la Escala Funcional de Pfeffer, la cual 
está claramente afectada en estos pacientes en comparación con el resto.  

El resto de los sujetos con enfermedades neurodegenerativas mantienen su estado de 
independencia. En el caso de la EP y del TE, el leve deterioro encontrado en las actividades 
de la vida diaria puede atribuirse a los cambios anatomopatolóogicos subyacentes, que 
causan que los pacientes no puedan desenvolverse adecuadamente debido a los trastornos 
de movimiento.  

Los déficits cognitivos y la demencia suelen cursar con depresión, particularmente en sus 
estadíos iniciales, y puede asociarse a una depresión reactiva, por lo que la ejecución de 
tareas puede ver afectada por los estados anímicos. En el caso de nuestros pacientes con 
DCL, aunque no encontramos cuadros de depresión, al correlacionar las puntuaciones 
obtenidas en el GDS con los resultados de la PPI/PPF se evidencia una correlación en el 
estado anímico y la respuesta de la PPI y la PPF. Se ha descrito una relación entre la PPI y la 
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depresión, encontrándose una reducción de ésta en los pacientes deprimidos en comparación 
con los controles (Perry y cols., 1991; Ludewig y Ludewig, 2003; Perry y cols., 2004; Quednow 
y cols., 2006). Teniendo en cuenta estos estudios, la correlación encontrada en los pacientes 
de DCL en la PPI y el GDS pudiera explicarse a la existencia de una leve depresión en los 
individuos con esta patología. 

La alteración cognitiva básica de la demencia es el deterioro de la memoria que puede verse 
alterada en alguno de sus tres procesos básicos: registro, retención o evocación. Realizamos 
el MMSE para evaluar a todos los pacientes, por ser una prueba ampliamente utilizada en 
clínica, de fácil realización y que facilita la comparación de los resultados. En la EA, nuestros 
resultados reflejan un perfil disejecutivo, ya que los individuos de este grupo tienen 
puntuaciones bajas en el MMSE en comparación al resto de pacientes.  Los pacientes con 
DCL, aunque  que  se considera un estado transicional entre las alteraciones cognitivas 
propias del envejecimiento fisiológico y la demencia, mantienen las habilidades cognitivas y 
funcionales. En el caso del  EP y el TE, el desarrollo de deterioro cognitivo cursa con un 
predominio de trastorno en las funciones ejecutivas (o trastornos disejecutivos), alteración en 
las habilidades visoespaciales y en algunas modalidades de memoria y lenguaje (Brown y 
Schneider, 1997), mientras se mantiene una puntuación no excesivamente baja en el MMSE, 
como sucede en nuestro estudio.  El tipo de deterioro observado en la EP y en el TE se puede 
considerar como perteneciente a las demencias subcorticales, ya que es causado en su 
mayoría por los síntomas y signos de la enfermedad. Estos síntomas a su vez están 
mayormente causados por la afectación de estructuras como el estriado, tálamo, sustancia 
blanca subcortical, núcleos del tronco cerebral o cerebelo. Aunque las puntuaciones del 
MMSE en pacientes con EP se mantienen en los valores de la normalidad, encontramos que 
éstas se correlacionan con los valores de la PPI y la PPF. Esta correlación puede explicar que 
la pequeña alteración que existe en las funciones ejecutivas sea la que contribuye a que los 
valores de la PPF en estos pacientes esté alterada, ya que la PPF está asociada a procesos 
de orientación o de atención. En la EP, hay dificultades en la memoria explícita, más 
relacionadas con la recuperación que con el almacenamiento de la información, lo cual se 
correspondería con el síndrome disejecutivo subyacente.  

Los resultados del test de Wechsler en el que hemos evaluado procesos de atención, 
procesos ejecutivos y memoria auditiva, encontramos lógicamente que los pacientes con EA 
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mostraron puntuaciones más bajas  en todas las pruebas utilizadas que los respectivos 
controles y que el resto de pacientes. En las comparaciones por pares, encontramos que el 
ítem de textos, los pacientes con EA y DCL tienen una peor ejecución que los pacientes con 
EP y TE. También, hemos encontrado diferencias entre los pacientes con EP y TE. Con estos 
resultados concluimos que la codificación y retención auditiva está seriamente dañada en los 
pacientes con EA frente al resto de pacientes. Este proceso también se encuentra dañado en 
los pacientes de EP al compararlos con los pacientes con TE. Los resultados de nuestro 
estudio están de acuerdo con lo publicado en la bibliografía que reportan deterioro cognitivo 
en pacientes de EP en estadíos iniciales (Bocanegra y cols., 2014). Hemos encontrado en el 
grupo de EP un deterioro significativo en el recuerdo auditivo inmediato y en el auditivo 
demorado de la escala de Wechler en las medidas longitudinales, así como en la orientación 
espacial, datos coincidentes con algunas publicaciones (Kovari y cols., 2003).   

Las alteraciones iniciales cognitivas, que evidencian un perfil frontal, pueden explicarse por las 
disfunciones dopaminérgicas del circuito nigro- estriado- frontal (Lewis y cols., 2005; Lange y 
cols., 1992; Cools y cols., 2001) que explicarían las alteraciones observadas en la EP, 
mientras que los cambios cognitivos de origen cortical posterior pueden deberse a 
alteraciones colinérgicas (Perry y cols., 1985; Candy y cols., 1983; Gaspar y cols., 1984; 
Mattila y cols., 2001; Shinotoh y cols., 1999; Bohnen y cols., 2003, 2012; Hilker y cols., 2005) y 
a cambios atróficos en amplias zonas de la corteza (Kenny y cols., 2008; Nagano-Saito y cols., 
2005; Summerfield y cols., 2005; Melzer y cols., 2012), lo que explicaría los cambios 
encontrados en los pacientes con EA y DCL. En los pacientes con TE no se encuentran 
cambios cognitivos en relación a los controles, con lo cual asumimos que las funciones 
cognitivas están preservadas.  

En nuestro estudio, el recuerdo auditivo demorado (medido a través de los test de recuerdo de 

pareja de palabras) es un factor pronóstico del deterioro de la función motora en la EP, y 
guarda correlación con la valoración de la PPF, lo que le convierte en un buen marcador de 
evolución de la enfermedad. Hemos intentado correlacionar los parámetros de memoria 
auditiva con el RAS, aunque sin resultados concluyentes, posiblemente debido al tamaño de la 
muestra.  

Los estudios longitudinales son contundentes en demostrar el desarrollo de demencia en un 
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alto porcentaje de pacientes a medida que avanza el cuadro clínico de la enfermedad. En 
nuestro estudio, sólo hemos encontrado un declive cognitivo en los pacientes con EA que 
presentan una disminución en el MMSE. Desafortunadamente, no pudimos re-evaluar a todos 
los pacientes incluidos, por lo que para obtener datos más contundentes, tendríamos que 
ampliar el tamaño de la muestra y el tiempo de estudio. 

7.4 Análisis de la Voz 

7.4.1 Análisis de la Voz en la EP 

Hemos analizado la velocidad de fluencia y articulación en un grupo de pacientes con EP. Los 
resultados ponen de manifiesto que la EP se asocia a un decremento en la velocidad de 
elocución y articulación.  

El control de frecuencias específicas se aprende en la infancia, y requiere la coordinación de 
las estructuras vocales de ajuste de resonancias acústicas del tracto vocal (Saxena y cols., 
2014; Bunton, 2008; Wolfe y cols., 2009), proceso de coordinación motora afectada en la EP. 
Nuestros resultados fueron consistentes con estudios previos (Saxena y cols., 2014; Bunton, 
2008; Wolfe y cols., 2009) y hemos observado diferencias significativas entre controles y 
pacientes con EP. Como se refleja en los estudios de voz habituales en la EP (Canter, 1963; 
Griffiths y Bough, 1989; Cannizzaro y cols., 2004), encontramos que hubo interrupciones en 
los aspectos temporales de la muestra de voz, como  rotura en la prosodia, el tiempo de 
fonación mal controlada y menos pausas y roturas de voz. Nuestros resultados reflejan una 
voz más aguda, menos control de las frecuencias bajas, lo que impide por otra parte los ruidos 
característicos en la voz de las personas de edad avanzada. Finalmente, la falta de control 
aumenta la intensidad del sonido, con un aumento sustancial en dB, pero al mismo tiempo, la 
falta de control de las emisiones causa una voz altamente monótona debido a  las pocas 
variaciones acentuales (Martínez y cols., 2015). 

Es de esperar que el trastorno motor propio de la EP y su repercusión sobre los sistemas 
respiratorio, fonatorio y articulatorio afecten al ritmo del habla del paciente (Logemann y cols., 
1978), como resultado de la alteración de los circuitos de control motor de los ganglios basales 
(Alm, 2004). Nuestros resultados apoyan la existencia de una reducción en la velocidad de 
elocución y articulación (Martínez y cols., 2015), y contrastan con aquéllos que informan del 
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efecto opuesto (De Letter y cols., 2006; Hammen y cols., 1996). El incremento en la velocidad 
de fluencia puede atribuirse a un mecanismo compensatorio por el cual el paciente con EP 
mostraría involuntariamente una velocidad de elocución mayor bajo ciertas circunstancias. 
Diversos estudios, en los que se han analizado los movimientos de labios y mandíbula durante 
el habla en EP, podrían explicar este fenómeno. Así, Caliguiri,(1989) señala que los 
movimientos de los labios son normales a tasas normales de elocución (entre 3 y 5 sílabas por 
segundo), pero éstos se reducen a tasas mayores (entre 5 y 7 sílabas por segundo) cuando se 
les pide a los pacientes que hablen más rápido. Este hecho podría explicar que los pacientes 
intenten hablar más lentamente para controlar su tendencia a realizar articulaciones más 
imprecisas, y evitar el deterioro de la velocidad de elocución al hablar a velocidades más altas. 
Del mismo modo, Ackermann y cols., (1997) demuestran que cuando se pide a los sujetos que 
sincronicen a una frecuencia de entre 2,5 y 6 Hz su habla, mientras repiten una sucesión 
rápida de sílabas, la velocidad de articulación es superior a cuando se les pide que la 
sincronicen a una frecuencia de entre 8 y 9 Hz. La demanda de la tarea en los estudios sobre 
fluencia (o ante demandas situaciones en las que el sujeto ha de hablar cotidianamente) 
podría explicar que en ocasiones, su velocidad de elocución sea mayor y, en otras, menor de 
lo normal. Así, durante el habla espontánea, la fluencia se incrementaría y paralelamente se 
reduciría su inteligibilidad, ya que en ausencia de un modelo temporal al que sincronizar su 
programa motor vocal (como en el caso de la repetición de sílabas o la lectura de un texto), la 
alteración del control motor sería más evidente y tanto más difluente. 

7.4.2 Análisis de la voz en EA 

Los resultados de nuestro estudio reflejan que los análisis discriminantes de la voz son una 
herramienta útil para diferenciar los pacientes de EA de sujetos sanos. Los hallazgos sugieren 
que las medidas de voz pueden ser valiosas en la detección de la EA. Los resultados 
mostraron que los dos grupos se diferencian cualitativamente en las tareas de producción de 
lenguaje,  y los participantes se clasifica en dos grupos, pacientes o controles en función de 
cinco factores: porcentaje de roturas de voz, número de períodos de voz, número de roturas 
de voz, Shimmer (apq3) y radio de ruidos armónicos. Así, los valores prosódicos analizados 
son de enorme valor dado que nos permiten definir el perfil de las personas con EA. 

Las variables fueron interpretadas utilizando coeficientes Fisher de estructura de la matriz. Los 
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pacientes con EA muestran un mayor número de periodos de voz, lo que implica que las 
frecuencias utilizadas son más bajas, con un menor número de ciclos por segundo. Estas 
características tienen como consecuencia, que el grupo de EA tengan  una voz más profunda, 
más lenta, con una tasa menor  de velocidad o ritmo de los pulsos glotales dando lugar a una 
voz monótona. En las interrupciones de voz, se encontró que en el habla de los pacientes  con 
EA hay una mayor proporción del número de roturas de voz. Recientemente, Meilán y cols., 
(2012); encontró que el aumento en el porcentaje de segmentos sin voz en el habla de los 
pacientes, es una muestra que explica más del 34% de la varianza en las puntuaciones 
obtenidas en test específicos de lenguaje y memoria. Otros estudios realizados por Roark y 
cols., (2011); demostraron que la frecuencia de las pausas era útil para discriminar entre los 
sujetos sanos y los sujetos con DCL. Las interrupciones de voz muestran una serie de 
características fonéticas del habla, tales como estrechamiento del rango fonacional, roturas de 
voz y la reducción excesiva de la frecuencia fundamental, y son el resultado de las dificultades 
de los cambios musculares que se producen en la laringe en los rápidos cambios en la 
frecuencia. Las roturas de voz son un trastorno en el que el tono de la voz cambia de repente, 
y el número de distancias entre pulsos consecutivos son más largas de 1,25 dividido por el 
tono basal. Considerando este factor, encontramos que la voz en la EA se torna contaminada 
y encontramos ruidos característicos como burbujas, o temblor en la voz. Por otra parte, en la 
relación armónica de ruidos, la cual  proporciona una indicación de la periodicidad general de 
la señal de la voz, mediante la cuantificación de la relación entre los componentes aperiódicos 
(ruido) y componentes periódicos (parte armónica), el grupo con EA tiene una proporción 
menor que el grupo control, con la ejecución de mayores frecuencias de ruido en los pacientes 
con EA que en el grupo control.  

En conclusión, los parámetros relacionados con el ruido y la rotura de voz nos dan información 
sobre la cantidad de componentes de ruido en la voz. En el análisis de las fluctuaciones en la 
amplitud del sonido, en el discurso de los participantes con EA hubo un mayor cociente de 
perturbación de amplitud entre la amplitud de un período y el promedio de las amplitudes de 
sus vecinos, divididos por la amplitud media (Shimmer apq3). El grupo con EA mostró una 
mayor variación en la intensidad de las ondas sonoras producidas de forma continua, 
especialmente en la variación de las amplitudes de las ondas adyacentes. Las fluctuaciones 
en la amplitud del sonido se refieren a la variación en la amplitud período-a-período en la voz. 
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Los pacientes con EA mostraron una voz temblorosa, con menos intensidad y menos control 
del flujo de aire que el grupo de control. 

Podemos concluir que el análisis de los parámetros temporales de la voz es una prueba 
directa para medir la producción del lenguaje a través de una tarea objetiva, y que se puede 
aplicar en un período muy corto de tiempo. Es un método para medir automáticamente las 
características de la voz y hemos examinado la utilidad de estas medidas para discriminar 
entre pacientes con enfermedades neurodegenerativas como la EA y la EP respecto a un 
grupo control, con el fin de la obtención de un diagnóstico preciso. Las medidas de voz 
pueden de hecho ser valiosa en la detección de la EA números estudios lo comprueban 
(Meilán y cols., 2012, 2014: Martínez-Sánchez y cols., 2012,2013). El examen de la voz es 
relativamente barato y una técnica fácil de usar; además tiene la ventaja de no ser invasiva. El 
uso de herramientas de análisis espectral de la voz nos aporta una descripción objetiva que 
permite a los especialistas la unificación de conceptos. Estas características del  lenguaje 
están determinadas por los procesos cognitivos tanto ejecutivos y de acceso a la memoria 
léxico-semántica.  

7.5 Análisis de polimorfismos genéticos 

Analizamos los SNPs del gen NRG-1, del gen COMT y de los receptores de la dopamina Drd2 
y Drd3.  

7.5.1 Análisis del genotipo del gen NRG-1 

El análisis de la distribución genotípica de los polimorfismos rs3924999 y rs6994992 del gen 
NRG-1 no mostró diferencias significativas respecto al grupo control. En el caso del 
polimorfismo rs3924999, el genotipo predominante fue el G/G, genotipo normal; en el 
polimorfismo rs6994992 el genotipo predominante fue el C/T. Para ambos polimorfismos de 
este gen nuestros resultados mostraron una baja presencia del genotipo mutado, por lo cual 
podemos decir que aunque haya una alta presencia del genotipo heterocigótico en ambos 
polimorfismos. El alelo mutado (A para el SNP rs3924999 y T para el SNP 6994992) no 
presenta un factor de riesgo. Aunque el gen NRG-1 está asociado a diversas patologías 
psiquiátricas, y se cree que influye en el desarrollo neurológico y plasticidad del sistema 
nervioso (Díez y cols., 2014), en nuestro estudio no resulta ser marcador de ninguna de las 
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patologías degenerativas estudiadas.  

Los análisis realizados para correlacionar los distintos genotipos de ambos SNPs con los  
valores de la PPI muestran que el genotipo A/A del SNP rs3924999 y el genotipo T/T del SNP 
rs6994992 están asociados con valores anormales de la PPI. Encontramos diferencias 
significativas asociadas a la PPI120 entre controles y pacientes con EP y entre pacientes con 
EP y DCL y los pacientes con EA y EP (Anexo V). A pesar de que por sí mismo el genotipo 
mutado de los polimorfismos (rs3924999, rs6994993) de este gen no presenta factor de 
riesgo, al correlacionarlo con la PPI encontramos que el genotipo A/A (mutado para el SNP 
rs3924999) y el genotipo C/C (mutado para el SNP rs6994992) está asociado a alteraciones 
en el filtrado sensorial, ya que los valores de PPI son mayores en los pacientes que presentan 
el genotipo mutado. Actualmente, sólo se ha correlacionado alteraciones en este gen en 
pacientes con EA que padecen psicosis (Go y cols., 2005). En nuestro estudio, utilizamos 
como factor de exclusión patologías neuropsiquiatricas, por lo que no encontramos relación 
entre los SNPs de este gen y la EA. Las alteraciones de diferentes polimorfismos de la NRG-1 
han sido señaladas como factores predictivos de la esquizofrenia (Hong y cols., 2008) y el 
genotipo mutado de este gen ha sido asociado a anomalías en el filtrado sensorial en 
pacientes con esquizofrenia (Roussos y cols., 2011). Aunque nuestros resultados no muestran 
que el genotipo mutado sea marcador de las patologías incluidas en el estudio, podemos 
afirmar que la asociación encontrada entre el genotipo mutado y los patrones anómalos de la 
PPI en las enfermedades degenerativas puede ser una prueba más de la asociación que hay 
en la PPI como una medida neurofisiológica cuantificable, que puede ser heredada y estar 
asociada a alteraciones genéticas (Braff y cols., 1990; Cadenhead y cols., 2000; Geyer y cols 
2001; Anokhin y cols., 2003; Kumari y cols., 2005; Hong y cols., 2008). 

7.5.2 Análisis del polimorfismo del gen COMT 

En el análisis del polimorfismo rs4680 del gen COMT hemos encontrado  que hay diferencias 
significativas en la frecuencia de presentación de los diferentes genotipos. El genotipo A/A, 
genotipo defectuoso, tiene menor frecuencia de aparición. Nuestros resultados están en 
consonancia con lo previamente publicado que el COMT rs4680 influye en las características 
clínico-anatómicas de pacientes con demencia (Lanni y cols., 2012). En nuestro estudio, 
hemos encontrado una prevalencia menor del genotipo A/A para los pacientes con DCL, lo 
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que podría indicar que los portadores de este genotipo tienen un factor de riesgo para 
desarrollar la enfermedad, comportándose este genotipo de manera recesiva. En este 
aspecto, encontramos que los sujetos homocigotos para A (Met) tienen unos valores de PPI 
más altos que en el resto de genotipos. Esto se observa especialmente en los pacientes con 
DCL y en los pacientes con EA en relación  a los controles, ya que se conoce que el  alelo A  
está relacionado con funciones cognitivas (Harrison y cols., 2008; Talledo y cols., 2009;  
Quednow y cols., 2009). Los estudios en controles sugieren que la proteína COMT influye en 
el procesamiento cognitivo, el sistema de recompensa y la emociones (Gennatas y cols., 
2012). Numerosos estudios han asociado el polimorfismo rs4680 del COMT con la presencia 
de psicosis en la EA (Sweet y cols., 2005; Borroni y cols., 2006, 2007; DeMichele-Sweet y 
cols., 2010). En nuestro estudio, no hemos abordado la presencia de psicosis en los pacientes 
ya que en estadíos tempranos de EA no hay presencia de psicosis.   

7.5.3 Análisis de polimorfismos de receptores de dopamina 

Los polimorfismos de genes que codifican receptores de dopamina del receptor Drd2 (Drd2 
rs6277, Drd2 rs1800497) no presentaron resultados significativos en la muestra estudiada. 
Para el SNP rs6277, el genotipo normal (T/T) fue el predominante, siendo la frecuencia del 
genotipo mutado (C/C) muy baja. Para las patologías estudiadas, la presencia del alelo 
mutado (C) en los pacientes con genotipo heterocigoto no presenta ningún riesgo. En el caso 
del SNP rs1800497, encontramos que el genotipo mutado no se detecta en sujetos control y ni 
en pacientes con TE. La frecuencia para este genotipo es muy baja en el resto de patologías. 
La heterocigocidad para este gen también se encuentra en frecuencias muy bajas. Los 
resultados de nuestro estudio están de acuerdo con la literatura, en la que no se encuentra 
asociación entre enfermedades neurodegenerativas y los polimorfismos Drd2 (Singh y cols., 
2008; De Palma y cols., 2010; Tan y cols., 2003; Costa-Mallen y cols., 2000; Comings y cols., 
1991; Kiyohara y cols., 2011). Esto está en contradicción con lo que se esperaría encontrar, ya 
que los receptores D2 tienen un papel importante en el control dopaminérgico del movimiento  
y la conducta (Van-Ham y cols., 2007).  

En el caso del gen codificante del receptor D3, Drd3, el polimorfismo rs6280 se encontró como 
factor de riesgo en la EP. Los resultados muestran una presencia menor del genotipo C/C, lo  
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que puede indicar que en los sujetos heterocigotos la presencia del alelo T puede ser un factor 
de riesgo.  

Correlacionando las distribuciones genotípicas de los genes codificantes de los receptores de 
dopamina (Drd2 y Drd3) con la PPI observamos que el genotipo mutado para ambos 
polimorfismos del receptor Drd2 (rs6277 (C/C); rs1800497 (T/T) se correlaciona con valores 
anómalos de la PPI y la PPF. Lo mismo ocurre en el SNP del Drd3, tanto en la PPI como en la 
PPF. Nuestros resultados son similares con los hallados por el grupo de Roussos (2008), en el 
que encontraron que en sujetos sanos hay una relación lineal entre los niveles de PPI y 
genotipo. Homocigotos C presentaban niveles de PPI más bajo y homocigotos T niveles más 
altos, mientras que los heterocigotos fueron intermedios. Tanto las investigaciones 
farmacológicas, como los estudios de asociación genética y la investigación en esquizofrenia 
indican una influencia importante del sistema dopaminérgico sobre la capacidad 
sensoriomotora, medida por la inhibición del RAS. En particular, los agonistas de los 
receptores de dopamina han demostrado que alteran PPI en los seres humanos y roedores 
(Peng y cols., 1990; Caine y cols., 1995; Swerdlow y cols., 2002). Ha sido ampliamente 
demostrado que el sistema dopaminérgico estriatal modula la PPI (Swerdlow y cols., 2008). 
Los hallazgos encontrados con relación a la PPI y los polimorfismos estudiados del Drd2 
confirman la relación entre los receptores dopaminérgicos y la PPI. Nuestros resultados 
muestran relación entre los SNPs y los distintos paradigmas de PPI estudiados al igual que en 
otros estudios (Völter y cols., 2011; Roussos y cols., 2008). La señalización de los receptores 
D2 y D3 en el sistema estriatal puede ser responsable de los déficits de la PPI (Völter y cols., 
2011). Aunque no hemos encontrado asociación significativa con el genotipo de los receptores 
D2 y la patología, el hecho de que encontráramos asociación con los valores de la PPI, el 
genotipo y patología podrían ser valores predictivos. La asociación entre receptores de 
dopamina y PPI ha sido estudiada principalmente en pacientes con esquizofrenia y en 
modelos animales de esquizofrenia, y resultados en sujetos sanos confirman la asociación 
entre la PPI y receptores D2 y D3 (Roussos y cols., 2008; Völter y cols., 2011).  

Aunque no hemos encontrado asociación significativa entre todos los genes estudiados y la 
patología, el hecho que encontremos asociación con los valores de la PPI y el genotipo de 
algunos SNPs puede ser un endofenotipo predictor de las enfermedades degenerativas 
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estudiadas. La combinación del estudio neurofisiológico con pruebas que evalúen el estado  
cognitivo puede ser utilizada como técnicas no invasivas para una primera evaluación. 
Necesitaríamos ampliar la muestra y hacer un estudio longitudinal de mayor duración para 
obtener pruebas más concretas de la evolución de las patologías y su relación con el deterioro 
en las distintas pruebas. En cuanto a la asociación genética con las patologías estudiadas se 
tendría que tener en cuenta las características demográficas de los sujetos de estudio y contar 
con una muestra más grande para poder aseverar la misma, ya que estudios en diferentes 
regiones encuentran asociación entre variantes alélicas y el riesgo de enfermedad (Dai y cols., 
2014), mientras que otros estudios no la encuentran (Keeling y cols., 2009).  

La evolución de las enfermedades neurodegenerativas puede ser muy rápida, como en 
algunos casos de EA, o de progresión lenta, como en el caso de TE. Los estudios que 
evidencian la participación del sistema sensorial en la fisiopatología de ciertos trastornos del 
movimiento, hace que sea esencial tener en cuenta la contribución potencial de los cambios 
en la integración sensoriomotora en la ejecución del motora (Abbruzzese y Berardelli, 2003). A 
través del estudio, hemos visto cómo la evaluación de la PPI puede servir como valor 
endofenotípico para discriminar algunas enfermedades neurodegenerativas. La determinación 
del paradigma de medición de la PPI óptimo, con distintos intervalos de prepulso-pulso, podría 
constituir una herramienta importante para el diagnóstico diferencial temprano y el seguimiento  
de enfermedades degenerativas. En la misma línea, el empleo de otros posibles 
biomarcadores, como polimorfismos de ADN asociados, podría colaborar en la identificación 
de los subgrupos, ayudando a mejorar el pronóstico por la individualización del tratamiento. La 
asociación encontrada entre el genotipo mutado y los patrones anómalos de la PPI en las 
enfermedades degenerativas puede ser una prueba más de la asociación que hay  en la PPI 
como una medida neurofisiológica cuantificable. Esto da a lugar a encontrar una variación en 
la respuesta, y obtener patrones específicos para cada patología. 

Finalmente, las modificaciones de los parámetros acústicos y perceptuales de la voz y el 
habla, podrían ser usados como complemento a las técnicas  para valorar síntomas iniciales 
en distintas patologías neurodegenerativas. Es necesario realizar el estudio con grupos más 
homogéneos para sacar valores más significativos que nos permitir realizar un algoritmo 
predictivo que combine los diferentes parámetros estudiados. 
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Conclusiones: 

Primera 

La capacidad sensoriomotora se altera en la mayoría de las enfermedades 
neurodegenerativas. 

Segunda 

Podemos establecer el intervalo prepulso-pulso de 120 ms como el mejor paradigma 
experimental de la valoración de la PPI para discriminar los grupos de pacientes. 

Tercera 

Los pacientes con EA y DCL  muestran un deterioro cognitivo mayor que el resto de los 
grupos de la muestra de estudio . 

Cuarta 

Los pacientes con EP tienen un lenguaje enlentecido en la articulación silábica y prosódica.  

Quinta 

El estudio de los parámetros temporales y acústicos de la voz permite definir el perfil de las 
personas con EA de manera discriminativa, ya que muestran diferencias en las tareas de 
producción de lenguaje. 

Sexta 

El SNP rs4680 y las variantes alélicas gen COMT diferencia a los pacientes con DCL de los 
sujetos sanos. 

Séptima 

El SNP rs6280 del Drd3 y las variantes alélicas constituyen un marcador de riesgo de EP, 
apareciendo el genotipo mutado en un porcentaje mucho más elevado que en el resto de 
pacientes con enfermedades neurodegenerativas. 
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10. ANEXOS 

ANEXO I 

I. Modificaciones del Reflejo de Sobresalto en el DCL 

 
Control(35) DCL(33) 

Control DCL 

Hombre(17) Mujer(18) Hombre(13) Mujer(20) 

Amplitud RAS(µV) 65,5±16,2 107,0±17,1 68,0±23,2 63,0±22,6 76,0±26,6 137,9±21,4* 

Latencia RAS (ms) 76,9±3,8 74,2±4,0 79,6±5,4 74,2±5,2 81,2±6,1 67,1±5,0 

PPI 60 16,5±5,1 3,9±5,4 20,9±7,3 12,0±7,1 -11,4±8,3* 19,3±6,8 

Latencia PPI 60 95,2±3,4 103,1±3,6 98,9±4,9 91,5±4,8 96,1±5,7 110,2±4,6* 

PPI120 23,6±5,6 12,1±5,9 26,5±8,0 20,7±7,9 -6,5±9,2* 30,7±7,4 

Latencia PPI120 94,7±5,1 93,7±5,4 103,3±7,4 86,1±7,2 102,8±8,4 84,7±6,8 

PPF 23,0±4,1 21,2±4,4 25,3±6,0 20,9±5,8 7,4±6,9* 35,1±5,5 

Latencia PPF 80,5±3,6 80,1±3,9 86,9±5,3 74,2±5,1 84,1±6,0 76,1±4,9 

Habituación 37,3±6,3 28,1±6,6 46,5±9,0 28,1±8,7 11,4±10,3* 44,9±8,3 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

Tabla 20. Media (± error estándar de la media) en pacientes con DCL y controles (n=al números de 
sujetos).RAS = Reflejo Auditivo de Sobresalto; PPI = Inhibición por un estímulo previo;  PPF= 
Facilitación. Grado de significación p<0,05 (*) y  p<0,001 (**).  
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II.Evaluación Cognitiva DCL 

 Control(35) DCL(33) Control DCL 
Hombre(17) Mujer(18) Hombre(13) Mujer(20) 

Actividades 
Funcionales 1,4±0,9 3,5±0,7* 1,9±1,3 0,9±1,2 4,2±1,1 2,8±0,8 

GDSátrica 6,6±1,0 7,9±0,8 5,8±1,5 7,4±1,4 6,9±1,3 8,9±1,0 
MMSE 27,2±1,2 24,5±0,9 27,6±1,7 26,8±1,6 24,8±1,4 24,1±1,1 
Test de Isaac 
 36,8±1,2 34,8±0,9 38,4±1,7 35,2±1,6 34,9±1,5 34,7±1,1 

Test de Isaac letra P 8,5±0,6 6,6±0,5* 9,5±0,9 7,6±0,8 5,8±0,8 7,4±0,6 

Te
st 

de
 W

ec
hle

r 

Texto 22,1±2,8 13,6±2,2* 24,3±4,1 20,0±3,9 11,9±3,5* 15,3±2,7 
Pendiente de 
aprendizaje 3,1±0,6 2,1±0,5 3,0±0,9 3,1±0,9 1,3±0,8* 3,0±0,6 

Recuerdo de 
Texto 12,2±2,0 5,9±1,6* 13,4±2,9 11,1±2,8 4,0±2,5* 7,8±2,0 

Reconocimiento 
de Texto 19,4±1,1 18,1±0,8* 19,8±1,5 19,1±1,5 18,6±1,3 17,6±1,0 

Porcentaje de 
Reconocimiento 
de Texto 

65,5±9,7 36,2±7,6* 62,5±14,1 68,5±13,3 27,5±12,0 45,0±0,4 

Letras y 
Números 4,6±0,7 3,0±0,5 5,3±1,0 4,0±0,9 3,3±0,8 2,8±0,7 

Parejas de 
Palabras 9,2±1,5 3,1±1,2* 9,0±2,1 9,4±2,0 2,1±1,8* 4,2±1,4* 

Pendiente 
Aprendizaje 1,2±0,4 1,0±0,3 1,0±0,6 1,3±0,5 0,8±0,5 1,2±0,4 

Recuerdo Parejas 
Palabras 2,5±0,5 1,1±0,4* 2,6±0,8 2,4±0,7 0,9±0,7 1,4±0,5 

Porcentaje 
Retención 
Parejas de 
Palabras 

66,3±10,9 31,2±8,6* 66,2±15,8 66,3±14,9 29,3±13,5 33,0±10,5 

Reconocimiento 
Pareja de 
Palabras 

22,9±0,9 21,5±0,7 22,5±1,3 23,2±1,2 21,6±1,1 21,4±0,9 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 

Tabla 21. Media de la puntuación obtenida en los test cognitivos (± error estándar de la media) en 
pacientes con DCL y controles (n=Número de sujetos). Se observan diferencias significativas entre grupos 
(*) para p < 0,05, y (**)para p < 0,001. 
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III. Análisis de Polimorfismos en DCL 
 
 Control DCL Comparaciones entre grupos 

OR(95% IC) (p) 

Genotipo NRG-1 rs6994992    
T/T 2(10) 5(19,2) 2,19(0,32-15,0)0,43 
C/T 11(55) 13(50) 1,03(0,28-3,77)0,96 
C/C 7(35) 8(30,8) 2,19(0,32-15,0)0,43 

Frecuencia Alélica    
Portador  15(37,5) 23(44,2) 1,32(0,60-3,07)0,52 

No portador 25(62,5) 29(55,8) 0,75(0,33-1,76)0,52 

Genotipo NRG-1 rs3924999    
A/A 1(5) 4(15,4) 2,67(0,26-27,49)0,41 
A/G 9(45) 7(26,9) 0,51(0,14-1.85)0,31 
G/G 10(50) 15(57,7) 2,18(0,32-15,04)0,43 

Frecuencia Alélica    
Portador  11(27,5) 15(28,8) 1,07(0,43-2,68)0,89 

No portador 29(72,5) 37(71,2) 0,94(0,37-2,34)0,89 

Genotipo COMT rs4680 
   

A/A 7(36,8) 1(4,2) 21,0(1,8-248,1)0,01* 
A/G 9(47,4) 14(58,3) 10,9(1,1-103,9)0,04* 
G/G 3(15,8) 9(37,5) 21,0(1,8-248,1)0,01* 

Frecuencia Alélica    
Portador  23(60,5) 16(33,3) 0,33(0,14-0,79)0,01* 

No portador 15(39,5) 32(66,7) 3,07(1,27-7,43)0,01* 

Genotipo Drd2 rs6277 
   

C/C 2(10,5) 5(19,2) 1,5(0,16-2,23)0,68 
T/C 11(57,9) 11(42,3) 0,6(0,22-10,3)0,45 
T/T 6(31,6) 10(38,5) 1,5(0,16-2,23)0,68 

Frecuencia Alélica    
Portador  15(39,5) 21(40,4) 1,04(0,44-2,44)0,93 

No portador 23(60,5) 31(59,6) 0,96(041-2,26)0,93 

Genotipo Drd2 rs1800497 
   

T/T 0(0) 1(3,7) 1,2E+009(0,0)1,0 
C/T 5(25) 5(18,5) 0,71(0,18-2,91)64 
C/C 15(75) 21(77,8) 59384269(14562742,005)0,00 

Frecuencia Alélica    
Portador  5(12,5) 7(13,0) 1,04(0,31-3,56)0,95 

No portador 35(87,5) 47(87) 0,96(0,28-3,28)0,95 

Genotipo Drd3 rs6280 
   

T/T 4(20) 9(34,6) 5,17(0,86-59,6)0,11 
C/T 9(45) 14(53,8) 7,16(0,86-59,7)0,7 
C/C 7(35) 3(11,5) 5,17(0,86-59,6)0,11 

Frecuencia Alélica    
Portador  17(42,5) 20(55,6) 2,17(0,94-5,01)0,07 

No portador 23(57,5) 16(44,4) 0,46(0,20-1,07)0,07 
 

 

Tabla 22. Genotipos NRG-1 rs6994992, rs3924999; COMT rs4680; Drd2 rs6277, rs1800497 y Drd3 rs6280 y variaciones alélicas de los distintos  polimorfismos 
entre pacientes con DCL y controles.  Las columnas  2 y 3 representan la frecuencia absoluta y porcentaje de aparición. Las columna 4 representa las 
comparaciones bilaterales que indican el porcentaje de aparición (odd ratio, OR) de ese alelo en relación al control, en un intervalo de confianza (IC)  del 95% . 
Las diferencias son significativas cuando *p<0,05  o  ** p<0,001. 
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ANEXO II. 

I.Modificaciones del Reflejo de Sobresalto en la EA 

 
Control(35) EA(21) 

Control EA 

Hombre(17) Mujer(18) Hombre(7) Mujer(14) 

Amplitud 
RAS(µV) 

65,5±9,2 72,3±12,5 68,0±13,1 63,0±12,8 53,3±20,5 91,3±14,5 

Latencia RAS 
(ms) 

76,9±4,0 71,5±5,5 79,6±5,8 74,2±5,6 69,5±9,0 73,6±6,4 

PPI 60 16,5±6,0 12,5±8,2 20,9±8,6 12,0±8,3 -15,9±13,4 9,1±9,5 

Latencia PPI 
60 

95,2±3,8 100,7±5,2 98,9±5,5 91,5±5,3 92,7±8,5 108,7±6,0* 

PPI120 23,6±5,1 35,0±6,9 26,5±7,3 20,7±7,0 30,2±11,3 39,8±8,0 

Latencia 
PPI120 

94,7±5,1 88,6±7,0 103,3±7,3 86,1±7,1 92,9±11,4 84,2±8,1 

PPF 23,1±4,6 39,6±6,3* 25,3±6,6 20,9±6,4 37,1±10,3 42,0±7,3* 

Latencia PPF 80,5±3,2 69,7±4,4* 86,9±4,6 74,2±4,5 69,1±7,1* 70,4±5,1 

Habituación 37,3±7,1 37,3±9,8 46,5±10,2 28,2±9,9 50,6±16,0 24,0±11,3 

 

 

 

II. Tratamiento Farmacológico 

15 de los 21 pacientes de EA estaban bajo tratamiento con Exelon o Prometax Parche transdérmico 
4,6 mg/24 h. 

 

 

 

 

 
 
 
 

Tabla 23. Media (± error estándar de la media) en pacientes con EA y controles (n= al números de 
sujetos).RAS = Reflejo Auditivo de Sobresalto; PPI = Inhibición por un estímulo previo;  PPF= Facilitación. 
Grado de significación p<0,05 (*) y  p<0,001 (**).  



Millian-Morell L., 2015 

	  

Anexos                                                                                                                                                                                       203 

 

III.Evaluación Cognitiva EA 
 

Control(35) EA(21) 
Control EA 

Hombre(17) Mujer(18) Hombre(7) Mujer(14) 

Actividades 
Funcionales 1,4±2,0 9,0±1,9* 1,9±2,9 0,9±2,7 8,9±3,1 9,1±2,1* 

GDSátrica 6,6±1,1 9,3±1,1 5,8±1,7 7,4±1,6 8,1±1,8 10,5±,2 

MMSE 27,2±1,1 20,7±1,0** 27,6±1,6 26,8±1,5 21,1±1,7* 19,7±1,2* 

Test de Isaac 

 
36,8±2,0 27,3±1,9** 38,4±2,9 35,2±2,7 26,0±3,1* 28,5±2,1 

Test de Isaac letra P 8,5±0,6 7,1±0,6 9,5±0,9 7,6±0,9 7,3±1,0 7,0±0,7 

Te
st 

de
 W

ec
hle

r 

Texto 22,1±2,2 8,3±2,1** 24,3±3,1 20,0±3,0 8,7±3,4* 7,8±2,3* 

Pendiente de 
aprendizaje 3,1±0,5 0,8±0,5* 3,0±0,7 3,1±0,7 0,4±0,8* 1,1±0,5* 

Recuerdo de Texto 12,2±1,6 1,6±1,5** 13,4±2,4 11,1±2,3 1,3±2,6** 1,9±1,7* 

Reconocimiento 
de Texto 19,4±0,8 16,1±0,8* 19,8±1,2 19,1±1,1 15,7±1,3* 16,4±0,9 

Porcentaje de 
Reconocimiento 
de Texto 

65,5±7,9 10,7±7,5** 62,5±11,5 68,5±10,9 9,2±12,3* 12,3±8,4** 

 

Letras y Números 4,6±0,6 1,6±0,6** 5,3±0,9 4,0±0,9 2,1±1,0* 1,0±0,7* 

Parejas de 
Palabras 9,2±1,4 4,0±1,3* 9,0±2,1 9,4±2,0 5,9±2,2 2,1±1,5* 

Pendiente 
Aprendizaje 1,2±0,4 1,5±0,4 1,0±0,6 1,3±0,6 2,1±0,6 0,9±0,4 

Recuerdo Parejas 
Palabras 2,5±0,6 1,1±0,5 2,6±0,8 2,4±0,8 1,3±0,9 0,9±0,6 

Porcentaje 
Retención Parejas 
de Palabras 

66,3±12,2 33,9±11,5 66,3±17,4 66,3±16,7 46,4±19,0 21,3±13,0* 

Reconocimiento 
Pareja de Palabras 22,9±1,0 17,8±0,9** 22,5±1,4 23,2±1,3 18,7±1,5 16,8±1,0** 

 

 

 

 

Tabla 24. Media de la puntuación obtenida en los test cognitivos (± error estándar de la media) en pacientes con EA 
y controles (n=Número de sujetos). Se observan diferencias significativas entre grupos (*) para p < 0,05 y (**)para    
p < 0,001). 
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IV. Análisis de Polimorfismos en la EA 

 Control EA Comparaciones entre grupos Exp(B) 
(p) 

Genotipo COMT rs4680    
A/A 7(36,8) 2(11,8) 0,10(0,01-0,84)0,03* 
A/G 9(47,4) 7(41,2) 0,29(0,06-1,52)0,14 
G/G 3(15,8) 8(47,1) 0,10(0,01-0,84)0,03* 

Frecuencia alélica    
Portadores 23(60,5) 11(32,4) 16(33,3) 

No portadores 15(39,5) 23(67,6) 32(66,7) 

Genotipo Drd2 rs1800497    
T/T 0(0) 1(5,6) 1,9E+009(0,0)1,0 
C/T 5(25) 4(22,2) 0,92(0,20-4,2)0,92 

C/C 15(75) 13(72,2) 1,0E+008(101005290,51-
1,0E+008)0,00 

Frecuencia alélica    
Portadores 5(12,5) 6(16,7) 1,4(0,39-5,05)0,61 

No portadores 35(87,5) 30(83,3) 0,71(0,20-2,58)0,61 

Genotipo Drd2 rs6277    
C/C 2(10,5) 2(11,1) 1,2(0,12-11,87)0,88 
T/C 11(57,9) 11(61,1) 1,2(0,28-5,12)0,81 

 
T/T 6(31,6) 5(27,8) 1,2(0,12-11,87)0,88 

Frecuencia alélica    
Portadores 15(39,5) 15(41,7) 1,10(0,43-2,77)0,85 

No portadores 23(60,5) 21(58,3) 0,91(0,36-2,31)0,85 

Genotipo Drd3 rs6280    
T/T 4(20) 6(33,3) 2,63(0,45-15,3)0,28 
C/T 9(45) 8(44,4) 1,56(0,33-7,36)0,58 
C/C 7(35) 4(22,2) 2,63(0,45-15,3)0,28 

Frecuencia alélica    
Portadores 17(42,5) 32(61,5) 1,69(0,68-4,20)0,26 

No portadores 23(57,5) 20(38,5) 0,59(0,24-1,47)0,26 

Genotipo NRG-1 rs6994992    
T/T 2(10) 4(22,2) 2,8(0,36-21,72)0,33 
C/T 11(55) 9(50) 1,15(0,27-4,87)0,85 
C/C 7(35) 5(27,8) 2,8(0,36-21,72)0,33 

Frecuencia alélica    
Portadores 15(37,5) 17(47,2) 1,5(0,60-3,73)0,39 

No portadores 25(62,5) 19(52,8) 0,67(0,27-1,68)0,4 

Genotipo NRG-1 rs3924999    
A/A 1(5) 4(22,2) 8,0(0,70-91,80)0,09 
A/G 9(45) 9(50) 2,0(0,49-8,24)0,34 
G/G 10(50) 5(27,8) 8,0(0,70-91,80)0,09 

Frecuencia alélica    
Portadores 11(27,5) 17(47,2) 2,36(0,91-6,12)0,08 

No portadores 29(72,5) 19(52,8) 0,42(0,16-1,10)0,08 

Tabla 25. Genotipos NRG-1 rs6994992, rs3924999; COMT rs4680; Drd2 rs6277, rs1800497 y Drd3 rs6280 y 
variaciones alélicas de los distintos  polimorfismos entre pacientes con EA y controles.  Las columnas  2 y 3 
representan la frecuencia absoluta y porcentaje de aparición. Las columna 4 representa las comparaciones bilaterales 
que indican el porcentaje de aparición (odd ratio, OR) de ese alelo en relación al control, en un intervalo de confianza 
(IC)  del 95% . Las diferencias son significativas cuando *p<0,05  o  ** p<0,001. 
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ANEXO III. 

I. Modificaciones del Reflejo de Sobresalto en la Enfermedad de Parkinson 

 
Control(35) EP(52) 

Control EP 

Hombre(17) Mujer(18) Hombre(28) Mujer(24) 

Amplitud RAS(µV) 62,8±8,4 75,2±6,9 68,0±12,0 57,5±11,7 68,9±9,4 81,5±10,1 

Latencia RAS (ms) 74,7±12,2 88,3±10,1 79,6±17,6 69,9±17,1 97,7±13,7 79,0±14,8 

PPI 60 17,1±4,2 24,5±3,5 20,9±6,1 13,3±5,9 23,4±4,7 25,6±5,1 

Latencia PPI 60 95,5±3,4± 110,0±2,8** 98,9±4,8 92,1±4,7 112,2±3,8* 107,9±4,1* 

PPI120 23,5±4,9 42,1±4* 26,5±7,0 20,5±6,8 47,9±5,5* 36,2±5,9 

Latencia PPI120 95,2±4,6 92,4±3,8 103,3±6,6 87,1±6,4 90,3±5,2 94,5±5,6 

PPF 23,2±4,7 45,8±3,9** 25,3±6,8 21,2±6,6 49,4±5,3* 42,3±5,7* 

Latencia PPF 81,4±3,2 73,6±2,6 86,9±4,6 75,9±4,5 70,4±3,6* 76,7±3,9 

Habituación 38,1±5,6 36,4±4,5 46,5±8,0 29,7±7,8 30,1±6,2 42,7±6,7 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Tabla 26. Media (± error estándar de la media) en pacientes con EP y controles (n= al números de sujetos).RAS = Reflejo Auditivo 
de Sobresalto; PPI = Inhibición por un estímulo previo;  PPF= Facilitación. Grado de significación p<0,05 (*). 
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II.Evaluación Cognitiva EP 

 Control(35) EP(52) Control EP 
Hombre(17) Mujer(18) Hombre(28) Mujer(24) 

Actividades 
Funcionales 1,4±1,5 3,1±0,9 1,9±2,2 0,9±2,0 3,1±1,2 3,0±1,3 

GDSátrica 6,6±1,8 10,7±1,0* 5,6±2,6 7,4±2,4 9,9±1,4 11,6±1,5 
MMSE 27,2±0,6 26,5±0,4 27,6±0,9 26,8±0,8 27,2±0,5 25,8±0,5 
Test de Isaac 
 36,8±0,8 37,1±0,5 38,4±1,2 35,2±1,1 36,7±0,6 37,6±07 

Test de Isaac letra P 8,5±0,5 8,1±0,3 9,5±0,8 7,6±0,7 8,4±0,4 7,9±0,5 

Te
st 

de
 W

ec
hle

r 

Texto 22,1±2,9 20,1±1,7 24,3±4,1 20,0±3,9 20,5±2,3 19,8±2,4 
Pendiente de 
aprendizaje 3,1±0,6 2,9±0,4 3,0±0,9 3,1±0,8 2,5±0,5 3,3±0,5 

Recuerdo de 
Texto 12,2±2,4 10,5±1,4 13,4±3,5 11,1±3,3 10,7±2,0 10,3±2,1 

Reconocimiento 
de Texto 19,4±1,1 19,8±0,7 19,8±1,6 19,1±1,5 20,2±0,9 19,4±1,0 

Porcentaje de 
Reconocimiento 
de Texto 

65,5±9,4 60,6±5,5 62,5±13,7 68,5±12,9 63,4±7,6 57,8±8,1 

Te
st 

de
 W

ec
hle

r 

Letras y Números 4,6±0,7 4,1±0,4 5,3±1,1 4,0±1,0 5,2±0,6 2,3±0,6 
Parejas de 
Palabras 9,2±1,7 8,3±1,0 9,0±2,4 9,4±2,3 9,8±1,3 6,8±1,4 

Pendiente 
Aprendizaje 1,7±0,5 2,2±0,3* 1,0±0,7 1,3±0,6 2,0±0,4 2,4±0,4 

Recuerdo Parejas 
Palabras 2,5±0,6 2,6±0,3 2,6±0,8 2,4±0,8 2,9±0,5 2,1±0,5 

Porcentaje 
Retención 
Parejas de 
Palabras 

66,3±11,4 55,2±6,7 66,3±16,6 66,3±15,7 63,3±9,2 47,1±9,8 

Reconocimiento 
Pareja de 
Palabras 

22,9±0,6 22,8±0,6 22,5±0,9 23,2±0,9 22,8±0,5 22,7±0,6 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 

Tabla 27. Media de la puntuación obtenida en los test cognitivos (± error estándar de la media) en pacientes 
con EP y controles (n=Número de sujetos). Se observan diferencias significativas entre grupos (*) para p 
<0,05.  
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III. Análisis de Polimorfismos en EP 
 Control EP Comparaciones entre grupos Exp(B) (p) 

Genotipo COMT rs4680 
   

A/A 7(36,8) 10(23,8) 2,57(0,52-12,7)0,25 
A/G 9(47,4) 21(50) 1,63(0,47-5,66)0,44 
G/G 3(15,8) 11(26,2) 2,57(0,52-12,7)0,25 

Frecuencia alélica    
Portadores 23(60,5) 41(48,8) 0,62(0,29-1,36)0,23 

No portadores 15(39,5) 43(51,2) 1,61(0,74-3,50)0,23 

Genotipo Drd2 rs1800497 
   

T/T 0(0) 1(5,6) 7,1E+008(0,0)1,0 
C/T 5(25) 4(22,2) 0,79(0,23-2,77)0,72 
C/C 15(75) 13(72,2) 1595963394569400,629-55742516)0,00 

Frecuencia alélica    
Portadores 5(12,5) 11(12,5) 1,0(0,32-3,10)1,0 

No portadores 35(87,5) 77(87,5) 1,0(0,32-3,10)1,0 

Genotipo Drd2 rs6277 
   

C/C 2(10,5) 5(11,4) 0,83(0,13-5,47)0,85 
T/C 11(57,9) 21(47,7) 0,64(0,20-2,07)0,45 
T/T 6(31,6) 18(40,9) 0,83(0,13-5,47)0,85 

Frecuencia alélica    
Portadores 15(39,5) 31(35,2) 0,83(0,38-1,83)0,65 

No portadores 23(60,5) 57(64,8) 1,20(0,55-2,63)0,65 

Genotipo Drd3 rs6280 
   

T/T 4(20) 19(43,2) 11,1(2,0-62,5)0,006* 
C/T 9(45) 22(50) 5,7(1,2-27,1)0,03* 
C/C 7(35) 3(6,8) 11,1(2,0-62,5)0,006* 

Frecuencia alélica    
Portadores 17(42,5) 60(68,2) 2,90(1,34-6,27)0,007* 

No portadores 23(57,5) 28(31,8) 0,35(0,16-0,75)0,007* 

Genotipo NRG-1 rs6994992    

T/T 2(10) 6(13,6) 2,1(0,32-13,61)0,44 
C/T 11(55) 28(63,6) 1,78(0,54-5,87)0,34 
C/C 7(35) 10(22,7) 2,1(0,32-13,61)0,44 

Frecuencia alélica    
Portadores 15(37,5) 40(45,5) 1,39(0,65-2,99)0,40 

No portadores 25(62,5) 48(54,5) 0,72(0,34-1,55)0,40 

Genotipo NRG-1 rs3924999    

A/A 1(5) 6(14) 3,33(0,35-31,74)0,30 
A/G 9(45) 19(44,2) 1,17(0,39-3,55)0,78 
G/G 10(50) 18(41,9) 3,33(0,35-31,74)0,30 

Frecuencia alélica    
Portadores 11(27,5) 31(36) 1,73(0,73-4,14)0,22 

No portadores 29(72,5) 55(64) 0,58(0,24-1,38)0,22 

 

 

Tabla 28. Genotipos NRG-1 rs6994992, rs3924999; COMT rs4680; Drd2 rs6277, rs1800497 y Drd3 rs6280 y variaciones alélicas de los distintos  polimorfismos entre 
pacientes con EP y controles.  Las columnas  2 y 3 representan la frecuencia absoluta y porcentaje de aparición. Las columna 4 representa las comparaciones bilaterales que 
indican el porcentaje de aparición (odd ratio, OR) de ese alelo en relación al control, en un intervalo de confianza (IC)  del 95% . Las diferencias son significativas cuando 
*p<0,05  o  ** p<0,001. 
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IV. Evaluación Motora 

 UPDRS 

 

UPDRS I 
(mental) 

UPDRS II 
(actividad 

diaria) 

UPDRS III 
(motor) 

Temblor 
reposo 
MMSS 

Temblor 
reposo MMII 

Temblor 
intención 

NIH 

EP 
43,8 ±15,1 3,8 ±2,1 14,6±6,4 22,6±8,7 2,5±1 1,9± 1 1,8±1,1 2,8 ±0,9 

Puntuaciones 

(% pacientes) 
 

1-3: (57,1) 

4-6: (35,7) 

>7: (14) 

<6: (14,2) 

10-18: (50) 

19-26: 
(28,5) 

>27: (7,1) 

8-18: (28,6) 

19-29: (57,1) 

>30: (14,3) 

    

TABLA 29. VALORACIÓN MOTORA Y  DEL TEMBLOR EN ENFERMEDAD DE PARKINSON. UPDRS (Unified Parkinson´s 
Disease Rating Scale). NIH (Tremor severity Scale) 

 

V. Tratamiento farmacológico pacientes de EP 

N° Pacientes Levodopa 

 

Ropirinol Rasagilina Propanolol Pramipexol 

2    31,5mg 2,5 

ilina 300 mg   40 mg 2 mg 

3 250 mg 7,33 mg 1 mg  2,33 mg 

7 264,28mg  1 mg  1,85 mg 

3     1,33mg 

11 360,90 mg    2,09mg 

1   1mg  1mg 

3 208mg     

4 212,5mg  1,75mg   

2 700mg 11mg   2,5mg 

1    3mg 2mg 

1   3mg   

2 200mg 7mg    

1 200mg 4mg 1mg 40mg  

 

 

 

 

 

Tabla 30. Tratamiento farmacológico de los pacientes con EP. 
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ANEXO IV. 

I. Modificaciones del Reflejo de Sobresalto en el TE 

 
Control(35) TE(34) 

Control TE 

Hombre(17) Mujer(18) Hombre(17) Mujer(17) 

Amplitud RAS(µV) 62,8±7,9 73,9±8,1 68,0±11,4 57,5±11,1 84,0±11,4 63,8±11,4 

Latencia RAS 
(ms) 

74,7±3,5 70,5±3,5 79,6±5,0 69,9±4,9 68,6±5,0 72,4±5,0 

PPI 60 17,1±3,8 13,8±3,9 13,3±5,3 20,9±5,5 19,7±5,5 7,9±5,5 

Latencia PPI 60 95,5±3,5 103±3,5 98,9±5,0 92,1±4,9 100,8±5,0 106,0±5,0* 

PPI120 23,5±4,5 29,4±4,6 26,5±6,5 20,5±6,3 29,9±6,5 28,9±6,5 

Latencia PPI120 95,2±5,0 84,4±5,1 103,3±7,2 87,1±7,0 87,2±7,2 81,6±7,2 

PPF 23,2±4,4 31,8±4,5 25,3±6,4 21,2±6,2 31,5±6,4 32,1±6,4 

Latencia PPF 81,4±4,0 73,8±3,5 86,9±4,9 75,9±4,8 75,6±4,9 72,0±4,9 

Habituación 38,1±5,1 39,1±5,2 46,5±7,3 29,7±7,1 37,9±7,3 40,3±7,3 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

II.Evaluación Cognitiva TE 

Tabla 31. Media (± error estándar de la media) en pacientes con TE y controles (n= al números de sujetos).RAS = Reflejo Auditivo de 
Sobresalto; PPI = Inhibición por un estímulo previo;  PPF= Facilitación. Grado de significación p<0,05 (*) y  p<0,001 (**).  
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 Control(35) TE(34) Control TE 
Hombre(17) Mujer(18) Hombre(17) Mujer(17) 

Actividades 
Funcionales 1,4±0,5 0,9±0,4 1,9±0,8 0,9±0,7 1,2±0,5 0,6±0,5 

GDSátrica 6,6±1,3 7,5±0,9 5,6±1,9 7,4±1,8 6,6±1,3 8,4±1,3 
MMSE 27,2±0,7 27,6±0,5 27,6±1,0 26,8±0,9 27,1±0,7 28,1±0,7 
Test de Isaac 
 36,8±0,6 38,9±0,4* 38,4±0,9 35,2±0,8 38,2±0,6 39,6±0,6 

Test de Isaac letra P 8,5±0,4 9,1±0,3 9,5±0,6 7,6±0,5 9,1±0,4 9,1±0,4 

Te
st 

de
 W

ec
hle

r 

Texto 22,1±3,0 29,0±2,1 24,3±4,4 20,0±4,1 27,1±3,0 30,9±3,0* 
Pendiente de 
aprendizaje 3,1±0,7 4,2±0,5 3,0±1,0 3,1±0,9 4,2±0,69 4,2±0,69 

Recuerdo de 
Texto 12,2±2,6 17,8±1,8 13,4±3,5 11,1±3,3 16.5±2.6 19.1±2.6 

Reconocimiento 
de Texto 19,4±1,0 17,8±1,8* 19,8±1,6 19,1±1,5 22.5±1.0 22.8±1.0* 

Porcentaje de 
Reconocimiento 
de Texto 

65,5±7,8 73,4±5,5 62,5±13,7 68,5±12,9 74.1±7.8 72.7±7.8 

Letras y 
Números 4,6±0,7 5,1±0,5 5,3±1,1 4,0±1,0 5.4±0.72 4.9±0.72 

Parejas de 
Palabras 9,2±1,7 12,5±1,2 9,0±2,4 9,4±2,3 12,6±1,7 12,4±1,7 

Pendiente 
Aprendizaje 1,2±0,5 3,5±0,3** 1,0±0,7 1,3±0,6 3.2±0.50* 3.8±0.50* 

Recuerdo Parejas 
Palabras 2,5±0,6 4,1±0,4* 2,6±0,8 2,4±0,8 4.0±0.6 4.2±0.6 

Porcentaje 
Retención Parejas 
de Palabras 

66,3±9,0 84,6±6,3 66,3±16,6 66,3±15,7 84.4±8.9 84.8±8.9 

Reconocimiento 
Pareja de 
Palabras 

22,9±0,3 23,8±0,2* 22,5±0,9 23,2±0,9 23.8±0.3 23.7±0.3* 

 

III. Análisis de Polimorfismos en TE 

 

 

 

 

 

 

 

 

III. Evaluación de polimorfismos en TE 

Tabla 32. Media de la puntuación obtenida en los test cognitivos (± error estándar de la media) en pacientes 
con TE y controles (n=Número de sujetos). Se observan diferencias significativas entre grupos (*) para p < 
0,05. 
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 Control (20) TE(34) Comparaciones entre grupos Exp(B) 
(p) 

Genotipo COMT rs4680 
   

A/A 7(36,8) 7(25) 0,21(0,04-1,09)0,06 
A/G 9(47,4) 7(25) 0,17(0,03-0,81)0,02* 
G/G 3(15,8) 14(50) 0,21(0,04-1,09)0,06 

Frecuencia alélica    
Portador 23(60,5) 21(37,5) 0,39(0,17-0,91)0,03* 

No Portador 15(39,5) 35(62,5) 2,56(1,10-5,96)0,03* 

Genotipo Drd2 rs1800497 
   

T/T 0(0) 0(0) 0 
C/T 5(25) 8(28,6) 1,2(033-4,41)0,78 
C/C 15(75) 20(71,4) 1,2(0,33-4,4)0,78 

Frecuencia alélica    
Portador 5(12,5) 8(14,3) 1,17(0,35-3,87)0,80 

No Portador 35(87,5) 48(85,7) 0,86(0,26-2,84)0,80 

Genotipo Drd2 rs6277 
   

C/C 2(10,5) 4(13,8) 2,0(0,26-15,38)0,50 
T/C 11(57,9) 19(65,5) 1,73(0,45-6,69)0,43 
T/T 6(31,6) 6(20,7) 2,0(0,26-15,38)0,50 

Frecuencia alélica    
Portador 15(39,5) 27(46,6) 1,34(0,58-3,06)0,50 

No Portador 23(60,5) 21(53,4) 0,75(1,72)0,50 

Genotipo Drd3 rs6280 
   

T/T 4(20) 17(42,5) 3,5(0,8-15,2)0,15 
C/T 9(45) 23(57,5) 3,5(0,63-19,5)0,09 
C/C 7(35) 17(42,5) 3,5(0,63-19,5)0,15 

Frecuencia alélica    
Portador 17(42,5) 34(56,7) 1,77(0,79-3,97)0,17 

No Portador 23(57,5) 26(43,3) 0,55(0,25-1,27)0,17 

Genotipo NRG-1 rs6994992    

T/T 2(10) 2(6,5) 0,70(0,08-6,22)0,75 
C/T 11(55) 19(61,3) 1,21(0,36-4,10)0,76 
C/C 7(35) 10(32,3) 0,70(0,08-6,22)0,75 

Frecuencia alélica    
Portador 15(37,5) 23(37,1) 0,98(0,43-2,24)0,97 

No Portador 25(62,5) 39(62,9) 1,01(045-2,31)0,97 

Genotipo NRG-1 rs3924999    

A/A 1(5) 5(17,2) 4,55(0,45-45,86)0,20 
A/G 9(45) 13(44,8) 1,31(0,40-4,38)0,66 
G/G 10(50) 11(37,9) 4,55(0,45-45,86)0,20 

Frecuencia alélica    
Portador 11(27,5) 23(39,7) 1,73(0,73-4,14)0,22 

No Portador 29(72,5) 35(60,3) 0,58(0,24-1,38)0,22 
 

IV. Evaluación Motora 

Tabla 33. Genotipos NRG-1 rs6994992, rs3924999; COMT rs4680; Drd2 rs6277, rs1800497 y Drd3 rs6280 y variaciones alélicas de los 
distintos  polimorfismos entre pacientes con TE y controles.  Las columnas  2 y 3 representan la frecuencia absoluta y porcentaje de 
aparición. Las columna 4 representa las comparaciones bilaterales que indican el porcentaje de aparición (odd ratio, OR) de ese alelo en 
relación al control, en un intervalo de confianza (IC)  del 95% . Las diferencias son significativas cuando *p<0,05  o  ** p<0,001. 



Millian-Morell L., 2015 

	  

Anexos                                                                                                                                                                                       212 

 

 

 TETRAS 
total 

Cabeza Cara Voz Miembro 
superior 

Miembro 
inferior 

Espiral Cursiva Aproximación 
puntos 

Standing 

Temblor 

Esencial 
9,74±3,68 0,66±1,18 0,28±0,81 0,75±1,14 1,97±0,59 0,59±0,71 1,81±0,97 1,65±0,87 2,13±0,61 0,19±0,47 

TABLA 34. VALORACIÓN MOTORA TEMBLOR TEMBLOR ESENCIAL TETRAS 

 

 

V. Tratamiento farmacológico pacientes deTE 

N° Pacientes  Levodopa Ropirinol Rasagilina Propanolol Pramipexol 

2    31,5mg 2,5 

1 300 mg   40 mg 2 mg 

3 250 mg 7,33 mg 1 mg  2,33 mg 

7 264,28mg  1 mg  1,85 mg 

3     1,33mg 

11 360,90 mg    2,09mg 

1   1mg  1mg 

3 208mg     

4 212,5mg  1,75mg   

2 700mg 11mg   2,5mg 

1    3mg 2mg 

1   3mg   

2 200mg 7mg    

1 200mg 4mg 1mg 40mg  

 

 

 

 

 

Tabla 35. Tratamiento Farmacológico pacientes con TE. 
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Anexo V. 

Ampliación de relaciones entre PPI/PPF y polimorfismos genéticos 

I. Correlaciones entre PPI/PPF SNPs del gen NRG-1 

Ia.Polimorfismo rs6994992  

Los diferentes parámetros de la PPI presentan valores distintos en función del genotipo del 

polimorfismo rs6994992 del gen NRG-1, como puede apreciarse en las figuras 31 y 32. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

El análisis de los resultados, indica que los valores de PPI y PPF difieren según su genotipo. Dentro de 

cada uno de los grupos, sólo hay diferencias significativas entre el genotipo control y mutado de los EP 

en la en la PPI120 (p = 0,027) y en la PPF (p = 0,021). 

Comparando entre grupos, vemos que las mayores diferencias se aprecian en los valores de PPF. 

Entre los individuos que presentan el genotipo mutado, son significativas las diferencias entre los 

pacientes de DCL y de EP en la PPI60 (p = 0,005) y en la PPF ( p = 0,03); también, entre los de DCL y 

EA en la PPI120 (p = 0,032) y en la PPF (p = 0,005). Otras diferencias significativas pueden verse en la 

figura 32. 

 

Figura 31. Valores de la PPI en función del genotipo, para el polimorfismo rs6994992 del 

gen NRG-1. Las barras de error presentan valores medios ± EEM. (*) representa 
diferencias significativas entre grupos (p<0,05). 
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Ib. Polimorfismo  rs3924999  

Los valores medios de la PPI encontrados en pacientes con diferentes genotipos del polimorfismo 

NRG-1 rs3924999 según se observa en la figura 33.   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 32. Valores de la PPI y PPF agrupados por genotipo del polimorfismo 

rs6994992 del gen NRG-1 . Las barras de error representan ± EEM. 

Figura 33. Valores de la PPI en función del genotipo, para el polimorfismo rs3924999  
del gen NRG-1. Las barras de error representan valores medios ± EEM. (*) representa 
diferencias significativas entre grupos (p<0,05). 
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Valores medios de la PPI encontrados en pacientes con diferentes genotipos del polimorfismo NRG-1 

rs3924999 como se observa en la Figura 34. Hay diferencias entre controles y pacientes de EA en los 

individuos que presentan el genotipo normal GG en la PPI120 (p=0,017) y en la PPF (p=0,024). Entre 
los pacientes de DCL y EA en la PPI120 (p= 0,002) y en la PPF (p=0,001), y entre los pacientes de DCL 

y EP en la PPI120 (p=0,02) y en la PPF (p=0,039).  Finalmente, pacientes de EA y TE en la PPF 

(p=0,032). Entre los heterocigotos, se diferencian los controles y los EP en la PPF (p=0,003).  El 

genotipo mutado, AA, discrimina a los pacientes de DCL y EP en la PPI60 (p=0,005) y en la PPI120 

(p=0,022).  

 

 

 

 

 

 

 

 

II.Correlaciones entre PPI/PPF y el SNPs del gen COMT 

IIa. Polimorfismo rs4680 

El análisis de los valores medios de la PPI  agrupando los pacientes según el genotipo del  

Polimorfismo del gen COMT rs4680 se observan en la figura 35.  

En la figura 36 podemos ver los valores medios de la PPI encontrados en pacientes con diferentes 

genotipos.  En los análisis por pares  encontramos diferencias entre los heterocigotos, con diferencias 

significativas ente los controles y los pacientes de EP en la PPI120  (p=0,045).  

 

 

Figura 34. Valores de la PPI y PPF agrupados por genotipo para el polimorfismo 
rs3924999  del gen NRG-1. Las Las barras de error representan valores medios ± 
EEM. (*) representa diferencias significativas entre grupos (p<0,05). 



Millian-Morell L., 2015 

	  

Anexos                                                                                                                                                                                       216 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 35. Valores de la PPI en función del genotipo, para el polimorfismo rs4680 del 
gen COMT. Las Las barras de error representan valores medios ± EEM. (*) 
representa diferencias significativas entre grupos (p<0,05). 

Figura 36. Valores de la PPI y PPF agrupados por genotipo del polimorfismo rs4680 
del  gen COMT Las Las barras de error presentan valores medios ± EEM. (*) 
representa diferencias significativas entre grupos (p<0,05). 
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III. Correlaciones entre PPI/PPF SNPs de receptores de dopamina 

IIIa. Polimorfismo rs6277 del Drd2  

Los valores medios de la PPI encontrados en pacientes con diferentes genotipos del polimorfismo Drd2 

rs6277 los vemos en la figura 37.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Al hacer los análisis por pares, encontramos diferencias entre controles y pacientes de EA en los 

individuos que presentan el genotipo normal TT en la PPF (p=0,02) y en los pacientes de EP con 

respecto a los controles (p=0,025).   

Se encuentran diferencias entre los pacientes de EP y controles (p=0,010) entre los heterocigotos en la 

PPI120  y en la PPF (p=0,048).   

En los  pacientes  con genotipo heterocigótico encontramos diferencias significativas entre los EP y los 

pacientes de DCL en la PPI120 (p=0,041) y en la PPF (p=0,010).  Los pacientes con genotipo 

heterocigoto de EP presentan diferencias significativas (p=0,032) con respecto a los pacientes con TE 

en la PPF.  

El genotipo mutado, CC, discrimina a los pacientes de DCL y TE  con una diferencia significativa 

Figura 37. Valores de la PPI en función del genotipo, para el polimorfismo rs6277 del 

Drd2. Las barras de error presentan valores medios ± EEM. 
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(p=0,019) en la PPI120.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

IIIb. Polimorfismo rs1800497del Drd2  

En el análisis del genotipo del polimorfismo rs1800497 del Drd2 y la distribución por valores medios de 

la PPI se observa en la figura 39. 

Los análisis de comparación de los valores medios de la PPI encontrados en pacientes con diferentes 

genotipos del polimorfismo rs1800497 del Drd2 (figura 40), en los individuos que presentan el genotipo 

normal CC en la PPI120 muestran  diferencias entre controles y pacientes de EP (p=0,021) y pacientes 

con EP y DCL (p=0,018). En la PPF, los individuos con genotipo normal para este polimorfismo 

muestran diferencias entre controles y pacientes de EP (p=0,001), entre controles y pacientes EA 
(p=0,01) y entre los pacientes EP y DCL (p=0,01).   

Los EP con genotipo heterocigoto para este polimorfismo, presentan diferencias significativas 

(p=0,032) con los pacientes DCL  en la PPI120. 

 

 

 

Figura 38. Valores de la PPI y PPF agrupados por genotipos del polimorfismo rs6277 

del fen Drd2. Las barras de error presentan valores medios ± EEM. (*) representa 
diferencias significativas entre grupos (p<0,05).. 



Millian-Morell L., 2015 

	  

Anexos                                                                                                                                                                                       219 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

IIIc. Polimorfismo Drd3 rs6280 

El análisis de la distribución de los valores medio de la PPI por genotipos lo encontramos en la Figura 

34.  

En los análisis de los valores medios de la PPI encontrados en pacientes con diferentes genotipos del 

Figura 39. Valores de la PPI en función del genotipo, para el polimorfismo Drd2 rs1800497. 
Las barras de error presentan ± EEM. 

Figura 40. Valores de la PPI y PPF agrupados por genotipos del polimorfismo Drd2 

rs1800497. Las barras de error presentan ± EEM. *Se encuentran diferencias significativas 
p<0,05. 
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polimorfismo Drd3 rs6280 (Figura 41), encontramos que hay  diferencias entre controles y pacientes de 

DCL  en los individuos que presentan el genotipo normal CC en la PPI60 (p=0,001). En los análisis entre 

grupos encontramos diferencias significativas entre los pacientes con DCL y los pacientes con EA 
(p=0,024), y los pacientes con EP (p=0,036) cuando el genotipo es CC y  la PPI60.   

El genotipo CC presentan  diferencias significativas entre los controles y pacientes con DCL (p=0,010) 

en la PPI120. En el análisis entre grupos en la PPI120 encontramos diferencias entre  los pacientes de 

DCL y el resto de grupos de pacientes EA (p=0,008),  EP (p=0,013) y los pacientes TE (p=0,001) 

cuando el genotipo es CC. 

Para el genotipo mutado TT se encuentran diferencias entre los pacientes de EP y controles  entre los 

individuos en la PPI120 (p=0,011)y en la PPF (p=0,006).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 41. Valores de la PPI en función del genotipo, para el polimorfismo Drd3 

rs6380. Las barras de error presentan ± EEM. *Se encuentran diferencias 
significativas p<0,05. 
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Figura 42. Valores de la PPI y PPF agrupados por genotipos del polimorfismo Drd2 rs1800497. 

Las barras de error presentan ± EEM. *Se encuentran diferencias significativas p<0,05. 
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Resumen
Introducción:  Las  alteraciones  en  el  habla  aparecen  en  la  mayoría  de  los  pacientes  con  la
enfermedad  de  Parkinson  (EP)  en  el  curso  del  trastorno.  Su  origen  y  gravedad  son  de  interés
clínico y  diagnóstico.
Objetivo:  Evaluar  los  patrones  de  deterioro  en  el  habla  en  pacientes  con  la  EP,  e  identificar
diferencias  en  la  velocidad  de  elocución  y  articulación  en  comparación  con  sujetos  de  control,
empleando  un  método  de  análisis  automático  en  una  tarea  de  lectura.
Pacientes:  Participaron  39  pacientes  con  la  EP  y  45  controles  asintomáticos  igualados  en  sexo  y
edad. Los  pacientes  con  la  EP,  en  estado  on,  no  presentaban  fluctuaciones  motoras  ni  discinesias
durante la  evaluación  del  habla.
Resultados:  El  grupo  de  pacientes  con  la  EP  muestran  una  significativa  reducción  de  la  velo-
cidad de  elocución  y  articulación.  No  se  encontraron  correlaciones  significativas  entre  los
parámetros  del  habla  estudiados  y  las  características  de  los  pacientes,  tales  como  la  dosis  de
L-dopa, duración  del  trastorno,  edad,  ni  en  las  puntuaciones  en  las  escalas  UPDRS  III  o  Hoehn  y
Yahr.
Conclusiones:  Los  pacientes  con  la  EP  muestran  un  patrón  característico  de  deterioro  del
ritmo del  habla.  Estos  resultados  indican  que  las  disfluencias  en  la  EP  son  el  resultado  de  la
alteración  del  movimiento  que  afecta  a  la  fisiología  de  los  sistemas  de  producción  del  habla.
© 2014  Sociedad  Española  de  Neurología.  Publicado  por  Elsevier  España,  S.L.U.  Todos  los
derechos reservados.
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Speech  rate  in  Parkinson’s  disease:  A  controlled  study

Abstract
Introduction:  Speech  disturbances  will  affect  most  patients  with  Parkinson’s  disease  (PD)  over
the course  of  the  disease.  The  origin  and  severity  of  these  symptoms  are  of  clinical  and  diag-
nostic interest.
Purpose:  To  evaluate  the  clinical  pattern  of  speech  impairment  in  PD  patients  and  identify
significant differences  in  speech  rate  and  articulation  compared  to  control  subjects.  Speech
rate and  articulation  in  a  reading  task  were  measured  using  an  automatic  analytical  method.
Patients:  A  total  of  39  PD  patients  in  the  ‘on’  state  and  45  age-and  sex-matched  asymptoma-
tic controls  participated  in  the  study.  None  of  the  patients  experienced  dyskinesias  or  motor
fluctuations  during  the  test.
Results:  The  patients  with  PD  displayed  a  significant  reduction  in  speech  and  articulation  rates;
there were  no  significant  correlations  between  the  studied  speech  parameters  and  patient
characteristics  such  as  L-dopa  dose,  duration  of  the  disorder,  age,  and  UPDRS  III  scores  and
Hoehn &  Yahr  scales.
Conclusion:  Patients  with  PD  show  a  characteristic  pattern  of  declining  speech  rate.  These
results suggest  that  in  PD,  disfluencies  are  the  result  of  the  movement  disorder  affecting  the
physiology  of  speech  production  systems.
© 2014  Sociedad  Española  de  Neurología.  Published  by  Elsevier  España,  S.L.U.  All  rights
reserved.

La  disartria  hipocinética  es  una  complicación  frecuente
en  la  enfermedad  de  Parkinson  (EP)  que  afecta  a  un  alto
porcentaje  de  pacientes1,  incrementándose  su  prevalencia
conforme  avanza  la  enfermedad.

El  habla  del  parkinsoniano  se  caracteriza  por  tener  una
sonoridad  e  intensidad  monótonas  y  pobremente  prosódi-
cas,  que  tienden  a  desvanecerse  al  final  de  la  fonación.
El  habla  se  produce  habitualmente  en  lentos  ataques  y
pausas  prolongadas  para  respirar  entre  palabras  y  sílabas,
reduciéndose  la  fluidez  y  el  ritmo.  La  articulación  está
empobrecida2,  lo  que  afecta  significativamente  a  su  inteligi-
bilidad  y  dificulta  la  identificación  de  su  estado  emocional  y
motivacional3.

Aparecen  además  otras  alteraciones  en  el  habla  y  la  voz
en  la  EP,  como  son  el  deterioro  en  la  capacidad  para  ini-
ciar  el  habla,  seguido  de  una  rápida  aceleración  (taquifemia)
en  forma  espasmódica,  así  como  de  rápidas  repeticiones  de
palabras  (palilalia)  y,  en  ocasiones,  del  fenómeno  de  la  punta
de  la  lengua;  además,  el  tono  de  voz  se  hace  progresiva-
mente  más  débil  (hipofonía)1.  Muchas  de  estas  alteraciones
están  asociadas  a  estados  hiperdopaminérgicos4,5.

Las  características  acústicas  del  habla  disártrica  del
paciente  con  EP  reflejan  los  cambios  fisiológicos  y  anató-
micos  causados  por  el  déficit  dopaminérgico  tales  como
el  temblor,  bradicinesia,  rigidez  muscular  e  inestabilidad
postural.  Estos  cambios  afectan  adversamente  a  los  3  sub-
sistemas  relacionados  con  el  control  motor  del  habla:
respiratorio,  fonatorio  y  articulatorio.  La  rigidez  asociada
a  la  EP  afecta  al  sistema  respiratorio,  encargado  de  facilitar
el  flujo  y  presión  del  aire  precisos  para  generar  la  voz,  alte-
rando  la  habilidad  y  el  rango  para  modular  su  intensidad.
La  alteración  del  sistema  fonatorio  afecta  principalmente
al  ritmo  vibratorio  de  las  cuerdas  vocales,  lo  que  se  tra-
duce  en  el  incremento  de  la  frecuencia  fundamental  (F0)

y  la  reducción  de  su  variabilidad,  la  entonación  y  la  curva
melódica  del  habla.  Finalmente,  el  sistema  articulatorio  se
ve  también  alterado  paralelamente  al  curso  de  la  enferme-
dad,  produciendo  imprecisiones  articulatorias  e  incremento
en  las  pausas,  causadas  por  la  reducida  amplitud  de  los  movi-
mientos  articulatorios6.

Tanto  la  velocidad  de  elocución  (número  de  sonidos
que  un  hablante  puede  emitir  en  una  unidad  de  tiempo,
incluyendo  las  pausas),  como  la  velocidad  de  articulación
(número  de  sonidos  emitidos,  excluyendo  las  pausas)  son
temas  recurrentemente  investigados  en  la  EP.  Los  resulta-
dos  de  numerosas  investigaciones  son  inconsistentes  ya  que,
mientras  que  algunos  autores7—9 informan  de  una  signifi-
cativa  reducción  en  la  velocidad  de  elocución  cuando  se
solicita  a  los  pacientes  que  repitan  con  rapidez  una  suce-
sión  de  sílabas  (/pa/,  /ta/,  /ka/)  otros,  por  el  contrario,
informan  del  efecto  opuesto10,11.

Cuando  se  han  empleado  tareas  para  evaluar  el  habla
continua  (habitualmente  lecturas  de  textos  de  corta  dura-
ción),  se  ha  observado  también  un  incremento  en  la
velocidad  de  elocución12,13.  Otros  estudios,  por  el  contra-
rio,  no  observan  diferencias  entre  grupos14 o  bien  informan
de  una  reducción  en  la  velocidad  de  locución.  Dos  estudios
longitudinales  ponen  de  manifiesto  el  deterioro  progresivo
de  la  velocidad  de  elocución  al  comparar  esta  en  periodos
que  van  desde  los  32  a  los  25  meses15,16.

La  velocidad  de  elocución  está  fuertemente  determinada
por  el  número  y  duración  de  las  pausas;  también  exis-
ten  resultados  contradictorios  con  relación  a  estas  pues,
mientras  que  varios  trabajos17,18 no  encuentran  diferen-
cias  en  el  número  de  pausas  o su  duración  en  una  tarea
de  lectura  otros,  por  el  contrario,  describen  un  incre-
mento  significativo12,13 o  incluso  se  describe  la  reducción
del  número  de  pausas,  pero  de  mayor  duración19.
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Cabría  esperar  que  la  administración  de  L-dopa,  a la  vez
que  reduce  la  hipocinesia  y  la  rigidez  de  los  sistemas  relacio-
nados  con  la  producción  del  habla,  influyera  positivamente
en  el  aumento  de  la  velocidad  de  elocución.  Sin  embargo
los  resultados  no  parecen  confirmarlo  ya  que  mientras  algu-
nos  autores12,20,21 no  aprecian  diferencias  en  la  velocidad  de
elocución  entre  estados  on  y  off,  otros22 observan  la  existen-
cia  de  una  significativa  mejoría  en  estado  on.  Por  último,  el
tratamiento  con  estimulación  cerebral  profunda  del  núcleo
subtalámico  tampoco  parece  producir  efectos  significativos
en  la  velocidad  de  elocución22,23 aunque  puede  mejorar  el
habla  de  contados  pacientes24,  generalmente  sin  mejoría  de
su  inteligibilidad25.  Muchas  de  estas  inconsistencias  pueden
atribuirse  a  la  selección  de  grupos  relativamente  pequeños
de  participantes  (de  entre  2  y  30),  a  la  ausencia  de  control
sobre  las  funciones  cognitivas  de  estos,  así  como  a  aspectos
relacionados  con  la  metodología  empleada  en  los  análisis  de
la  elocución26.

En  este  trabajo  se  analiza  la  velocidad  de  elocución  y
articulación  en  una  tarea  de  lectura  en  una  muestra  repre-
sentativa  de  pacientes  con  la  EP  sin  fluctuaciones  motoras  ni
discinesias  durante  la  prueba,  con  el  objetivo  de  valorar  la
hipótesis  que  defiende  el  efecto  de  la  reducción  en  la  velo-
cidad  de  elocución  y  articulación,  así  como  su  relación  con
la  duración  y  gravedad  del  trastorno.

Método

Diseño  estadístico

Se  empleó  un  diseño transversal,  analítico,  observacional  y
retrospectivo.

Pacientes

Entre  2011  y  2012  se  reclutó  una  muestra  compuesta
por  84  participantes  sin  historial  anterior  de  consumo  de
fármacos  o  abuso  de  alcohol,  ni  síntomas  de  depresión
(Escala  de  Depresioń  Geriátrica  <  10),  divididos  en  2  grupos,
formados  por  personas  mayores  de  60  años  sin  enfer-
medad  neurológica  conocida  (n  =  45)  y  pacientes  con  EP
(n  =  39).

El  grupo  control  (edad  media  =  71,95  años;  DE  =  10,22
años)  estaba  formado  por  sujetos  diestros  y  cuyo  idioma
nativo  era  el  castellano,  sin  historia  anterior  de  daño
cerebral,  trastorno  neurológico,  psicótico  ni  demencia
(MMSE  >  25).  Todos  ellos  eran  asistentes  a  los  cursos  que
imparte  la  Universidad  de  Salamanca,  dentro  del  programa
interuniversitario  para  mayores  de  55  años.  Ninguno  de  ellos
estaba  en  tratamiento  farmacológico  con  anticolinérgicos,
inhibidores  de  la  colinesterasa  o  neurolépticos,  criterios  que
fueron  motivos  de  exclusión.

Por  otra  parte,  el  grupo  con  EP  (edad  media  =  69,56  años;
DE  = 9,01  años),  estaba  formado  por  pacientes  del  Servi-
cio  de  Neurología  del  Hospital  Clínico  de  Salamanca,  todos
ellos  diagnosticados  y  en  tratamiento  por  EP  idiopática,
de  acuerdo  a  los  criterios  del  United  Kingdom  Parkinson’s
Disease  Society  Brain  Bank  (UKPDSBB)27.  Las  características
de  ambos  grupos  se  recogen  en  la  tabla  1.

Tabla  1  Descripción  de  los  grupos  de  control  y  EP

Grupo

Control  Parkinson

N  (%  hombres-
mujeres)

45  (60,0-40,0)  39  (55,3-44,7)

Edad media
(DE)

71,95  (10,22)  69,56  (9,01)

MMSE (DE)  27,12  (3,38)  26,33  (2,26)
Duración  EP

(años)  (DE)
5,30  (4,33)

Escala de
Hoehn  y  Yahr

2,08  (0,51)

Dosis
equivalente
L-dopa  (mg)

298,33  (187,67)

UPDRS total
(DE)

47,57  (16,61)

Escala I  4,00  (2,31)
Escala II  14,56  (7,05)
Escala III  24,92  (9,42)
Escala IV  2,24  (2,89)

DE: desviación estándar; EP: enfermedad de Parkinson; MMSE:
Mini-Mental State Examination; UPDRS: Unified Parkinson’s
Disease Rating Scale.

Materiales

Mini-Mental  State  Examination  (MMSE)28. El  MMSE  es  el  ins-
trumento  más  frecuentemente  utilizado  para  el  screening
del  estado  mental,  ofreciendo  el  índice  de  gravedad  de
demencia  más  frecuentemente  empleado.  Su  puntuación
total  máxima  es  de  30  puntos.

Unified  Parkinson  Disease  Rating  Scale  (UPDRS)29.  El
UPDRS  es  un  sistema  de  clasificación  para  seguir  el  curso
longitudinal  de  la  EP,  su  puntuación  máxima  es  de  159  pun-
tos.

Escala  de  evaluación  de  Hoehn  y  Yahr  (H&Y)30.  La  H&Y  es
una  escala  de  estadificación  de  la  EP  descriptiva  simple  que
recoge  de  forma  combinada  la  discapacidad  y  los  signos  de
deterioro.

Para  el  registro  del  habla  se  utilizó  un  grabador  profesio-
nal  Fostex  FR-2LE,  con  una  resolución  de  24  bites  y  48  kHz  de
tasa  de  muestreo,  con  un  micrófono  cardioide  AKG  D3700S.
Todas  las  muestras  fueron  editadas  usando  el  programa  de
análisis  de  voz  Praat  5.1.4231,  que  permite  realizar  análisis
acústicos,  síntesis  articulatoria,  edición  y  manipulación  de
señales  de  audio.  En  el  Anexo  I  se  recoge  la  definición  de  los
distintos  parámetros  de  fluencia  analizados  en  este  estudio.

Procedimiento

Se  informó  a  los  pacientes  para  obtener  su  consentimiento
siguiendo  los  protocolos  aprobados  por  los  Comités  de  Bioé-
tica  de  las  instituciones  participantes.  El  procedimiento  se
realizó  en  2  sesiones,  en  la  primera  se  recabó  la  informa-
ción  biográfica  y  clínica  y se  administraron  el  MMSE,  H&Y
y  la  UPDRS,  y  en  la  segunda  sesión,  realizada  entre  3  y
5  días  después,  se  obtuvieron  las  grabaciones.  Durante  la
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Tabla  2  Estadística  descriptiva  y  comparación  de  medias  de  las  variables  estudiadas  en  ambos  grupos

VV.  DD.  Grupo  t  p

Control  (DE)  EP  (DE)

Duración  de  la  tarea 46,05  (22,94) 43,77  (15,96) 0,52 0,604
Número de  pausas  ≥  300  ms  16,91  (13,42)  17,13  (13,93)  −0,08  0,936
Duración media  de  la  pausa  (≥  300  ms)  0,61  (,18)  0,66  (0,16)  −1,28  0,201
Número de  micropausas  ≥  10  ms  26,87  (17,90)  23,82  (13,36)  0,87  0,386
Duración media  de  la  micropausa  (≥  10  ms)  0,46  (0,16)  0,53  (0,15)  −2,15  0,033
Tiempo de  fonación  34,02  (12,40)  31,38  (7,29)  1,19  0,237
Proporción de  fonación  78,70  (12,63)  75,22  (10,81)  1,34  0,181
Velocidad de  elocución 3,49  (0,80)  3,10  (0,68)  2,41  0,017
Velocidad de  articulación 4,40  (0,47) 4,09  (0,53)  2,80  0,009
Duración media  de  la  sílaba  0,22  (0,02)  0,24  (0,03)  −2,91  0,005

DE: desviación estándar.

grabación  del  habla,  todos  los  sujetos  del  grupo  de  EP  esta-
ban  en  estado  on,  sin  fluctuaciones  motoras  ni  discinesias
evidentes.

La  tarea  de  lectura,  realizada  bajo  condiciones  controla-
das,  consistía  en  leer  en  un  monitor  con  un  tamaño de  letra
de  48  puntos  para  facilitar  su  lectura,  la  primera  frase  del
libro  «El  Quijote» de  Miguel  de  Cervantes.  El  párrafo  está
compuesto  por  126  sílabas.  Si  bien  no  está  equilibrado  foné-
ticamente,  se  seleccionó  por  su  familiaridad  para  todos  los
participantes.

Las  grabaciones  las  realizó  el  mismo  examinador  en  una
sala  aislada  del  ruido,  pero  no  aislada  acústicamente,  ubi-
cando  el  micrófono  a  8  cm  y  en  un  ángulo  aproximado  de  45◦

de  la  boca  para  evitar  el  ruido  aerodinámico.
La  valoración  de  la  velocidad  de  elocución  implica  la

detección  del  núcleo  silábico.  La  identificación  de  las  sílabas
y  pausas  se  realizó  automáticamente  mediante  el  empleo
del  algoritmo  desarrollado  por  de  Jong  y  Wempe32 que  ana-
liza  los  picos  de  intensidad  precedidos  y  seguidos  por  caídas
de  intensidad  de  al  menos  2  dB;  este  procedimiento  se  ha
mostrado  válido  y  fiable  en  estudios  de  fluencia33.

Tras  la  identificación  automática  del  núcleo  silábico,  se
verificó  cada  uno  de  ellos  empleando  el  sonograma  y  espec-
trograma  de  banda  ancha  y,  en  su  caso,  se  procedió  a  su
corrección.  La  identificación  de  pausas  se  realizó  también
de  forma  automática,  estableciendo  como  criterio  de  pausa
los  segmentos  sin  sonido  ≥  300  ms,  así  como  también  los  seg-
mentos  ≥  10  ms  para  identificar  las  micropausas,  por  ser  este
un  criterio  frecuentemente  utilizado  en  estudios  de  fluencia
en  la  EP16.

Análisis  de  datos

Fueron  realizados  con  el  paquete  estadístico  IBM  SPSS  para
Apple  (versión  21).  Inicialmente  se  valoró  el  cumplimiento
del  supuesto  de  normalidad  de  la  distribución  de  puntua-
ciones  en  la  variable  velocidad  de  elocución  y  articulación.
Los  resultados  mostraron  que  esta  variable  se  distribuye
normalmente  mediante  la  prueba  de  bondad  de  ajuste  de
Kolmogorov-Smirnov  (z  =  0,046;  p  =  0,20).  Se  empleó  la
prueba  de  comparación  de  medias  de  Student  de  mues-
tras  independientes  para  comparar  ambos  grupos  y  definir
de  esta  manera  el  perfil  diferencial  de  fluencia,  así  como

correlaciones  de  Pearson  para  valorar  la  relación  entre  las
distintas  variables.

Resultados

Se  realizaron  diferentes  contrastes  estadísticos  para  valo-
rar  la  ausencia  de  diferencias  estadísticamente  significativas
entre  los  grupos  en  las  variables  clínicas  y  sociodemográfi-
cas.  No  se  apreciaron  diferencias  entre  los  2  grupos  en  la
variable  «edad» (t82 =  1,07;  p  = 0,265),  ni  en  la  distribución
del  sexo  por  grupo  (�2 =  3,11;  p  =  0,078).  Tampoco  encontra-
mos  diferencias  en  las  capacidades  cognitivas  medidas  por
el  MMSE  (t82 =  1,33;  p  =  0,227).  Por  último,  comprobamos  que
había  ausencia  de  diferencias  en  cuanto  a  la  fluidez  verbal  de
ambos  grupos,  medida  tanto  por  una  tarea  de  fluidez  verbal
semántica  (t82 =  0,41;  p  =  0,639)  como  fonológica  (t82 =  0,47;
p  = 0,655).

Posteriormente  se  comprobó  la  posible  existencia  de
diferencias  entre  ambos  grupos  en  las  variables  estudiadas.
Los  resultados  (véase  la  tabla  2)  ponen  de  manifiesto  que
el  grupo  con  EP  muestra  una  menor  velocidad  de  elocución
(t82 =  2,41;  p  <  0,05)  y  articulación  (t82 =  2,80;  p  <  0,01)  que
el  grupo  de  control  (fig.  1);  del  mismo  modo,  la  duración
media  de  la  sílaba  es  mayor  en  el  grupo  con  EP  (t82 =  −2,81;
p  < 0,01).  Con  relación  al  número  de  pausas,  si  bien  el
número  de  pausas  (≥  300  ms)  y  micropausas  (≥10  ms)  no
difiere  entre  grupos,  la  duración  media  de  las  micropausas
es  mayor  en  el  grupo  con  EP  (t82 =  −2,15;  p  <  0,05)  que  en  el
de  control.

Finalmente  se  analizó  la  relación  entre  las  variables  rela-
cionadas  con  el  habla  y  la  edad,  la  evolución  de  la  EP  y  la
dosis  de  L-dopa,  así  como  de  los  cuestionarios  administra-
dos  (MMSE,  H&Y  y  UPDRS).  Los  resultados  muestran,  como
cabría  esperar,  una  relación  positiva  entre  la  dosis  de  L-dopa
y  los  años  de  evolución  de  la  enfermedad  (años  transcurri-
dos  desde  el  diagnóstico)  (r  =  0,405;  p  <  0,05),  pero  escasas
correlaciones  entre  su  evolución  y  las  variables  de  fluencia,
así  como  entre  estas  y la  dosis  de  L-dopa,  excepto  en  el
caso  de  la  velocidad  de  articulación  (r  =  −  0,432;  p  <  0,05),
poniendo  de  manifiesto  que  la  velocidad  de  articulación  es
tanto  menor  cuanto  más  alta  es  la  dosis  de  L-dopa.  Por  su
parte,  la  H&Y  mostró  escasa  relación  con  las  variables  de
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Figura  1  Velocidad  de  elocución  y  articulación  en  ambos  gru-
pos (sílabas  por  segundo).

fluencia,  excepto  en  el  porcentaje  de  fonación  (r  =  −0,398;
p  <  0,05).  Por  último,  la  puntuación  global  de  la  UPDRS  tam-
poco  correlacionó  significativamente  con  la  velocidad  de
elocución  (r  =  −0,090;  p  >  0,05)  ni  de  articulación  (r  =  0,030;
p  >  0,05).

Discusión

El  objetivo  principal  de  este  trabajo  fue  analizar  la  veloci-
dad  de  fluencia  y  articulación  en  un  grupo  de  pacientes  con
la  EP.  Los  resultados  ponen  de  manifiesto  que  la  EP  se  asocia
a  un  decremento  en  la  velocidad  de  elocución  y  articula-
ción;  resultados  que  son  coincidentes  con  los  reportados  en
algunas  investigaciones15,16,19.

El  habla  es  fruto  de  acciones  coordinadas  complejas  que
requieren  de  la  participación  de  mayor  número  de  fibras
musculares  que  cualquier  otro  sistema  motor  humano;  por
su  parte,  el  ritmo  es  el  resultado  de  los  constantes  ajustes
temporales  de  la  regulación  de  los  movimientos  motores  del
habla  para  producir  segmentos  de  sonido  a  muy  alta  veloci-
dad.  Es  de  esperar  que  el  trastorno  motor  propio  de  la  EP
y  su  repercusión  sobre  los  sistemas  respiratorio,  fonatorio  y
articulatorio  afecten  al  ritmo  del  paciente  con  la  EP8, como
resultado  de  la  alteración  de  los  circuitos  de  control  motor
de  los  ganglios  basales34.

Nuestros  resultados  apoyan  la  existencia  de  una  reduc-
ción  en  la  velocidad  de  elocución  y  articulación,  y  contrastan
con  aquellos  que  informan  del  efecto  opuesto12,13.  El  incre-
mento  en  la  velocidad  de  fluencia  puede  atribuirse  a un
mecanismo  compensatorio  por  el  cual  el  paciente  con  la
EP  mostraría  involuntariamente  una  velocidad  de  elocución
mayor  bajo  ciertas  circunstancias.  Diversos  estudios  en  los
que  se  han  analizado  los  movimientos  de  labios  y  mandíbula
durante  el  habla  en  la  EP  podrían  explicar  este  fenómeno.
Así,  Caliguiri35 señala  que  los  movimientos  de  los  labios  son
normales  a  tasas  normales  de  elocución  (entre  3  y  5  síla-
bas  por  segundo),  pero  estos  se  reducen  a  tasas  mayores
(entre  5  y  7  sílabas  por  segundo)  cuando  se  les  pide  a  los
pacientes  que  hablen  más  rápido.  Este  hecho  podría  expli-
car  que  los  pacientes  intenten  hablar  más  lentamente  para

controlar  su  tendencia  a  realizar  articulaciones  más  impre-
cisas  y evitar  el  deterioro  de  la  velocidad  de  elocución  al
hablar  a  velocidades  más  altas.  Del  mismo  modo,  Acker-
mann  et  al.36 demuestran  que  cuando  se  pide  a  los  sujetos
que  sincronicen  a  una  frecuencia  de  entre  2,5  y  6  Hz  su
habla,  mientras  repiten  una  sucesión  rápida  de  sílabas,  la
velocidad  de  articulación  es  superior  a cuando  se  les  pide
que  la  sincronicen  a  una  frecuencia  de  entre  8  y  9  Hz.  La
demanda  de  la  tarea  en  los  estudios  sobre  fluencia37 (o
ante  demandas  situacionales  en  las  que  el  sujeto  ha  de
hablar  cotidianamente)  podría  explicar  que  en  ocasiones  su
velocidad  de  elocución  sea  mayor  y,  en  otras,  menor  de
lo  normal.  Así,  durante  el  habla  espontánea  la  fluencia  se
incrementaría  y  paralelamente  se  reduciría  su  inteligibili-
dad,  ya  que  en  ausencia  de  un  modelo  temporal  al  que
sincronizar  su  programa  motor  vocal  (como  en  el  caso  de
la  repetición  de  sílabas  o la  lectura  de  un  texto),  la  alte-
ración  del  control  motor  sería  más  evidente  y  tanto  más
disfluente.

Por  otra  parte,  la  reducción  en  la  velocidad  de  articula-
ción  está  justificada  por  el  alto  número  de  estos  pacientes
que  padecen  problemas  articulatorios;  así  Logemann  et  al.38

informan  que  el  45%  de  200  pacientes  con  EP  presenta
estas  alteraciones,  y  las  atribuyen  al  cierre  inadecuado  del
tracto  vocal  causado  por  la  hipocinesia  provocada  por  la
enfermedad.  Del  mismo  modo,  Sapir  et  al.39 informan  de
anormalidades  articulatorias  en  el  50%  de  42  pacientes  con  la
EP  en  tratamiento  farmacológico;  asimismo  Kleinow  et  al.40

encontraron  niveles  normales  en  los  movimientos  del  labio
inferior  y  la  mandíbula  durante  la  producción  de  una  frase
sintácticamente  simple,  usando  medidas  espaciales  y  tem-
porales.  Sin  embargo,  cuando  se  pedía  que  cambiaran  la
velocidad  y  el  volumen,  los  resultados  variaban  significati-
vamente.

El decremento  en  la  velocidad  de  articulación  observada
en  este  estudio  puede  atribuirse  básicamente  a  la  alteración
fisiológica,  resultado  de  la  alteración  del  control  motor  del
habla  de  la  enfermedad.  Se  sabe  que  los  pares  de  músculos
antagonistas,  normalmente  inervados  para  mantener  el  tono
muscular  necesario  para  la  producción  del  habla,  aparecen
contraídos  simultáneamente  en  los  pacientes  con  EP  (debido
a  la  disfunción  en  los  ganglios  basales).  Este  fenómeno  pro-
voca  un  pobre  control  sobre  la  contracción  muscular  que
incapacita  para  la  normal  articulación  en  el  lenguaje41;  del
mismo  modo,  la  reducción  en  los  movimientos  de  los  labios  y
mandíbula42 tiene  su  traslación  perceptiva  en  una  imprecisa
articulación  y,  por  tanto,  en  una  reducción  de  la  velocidad
de  elocución  y  articulación15.

En  nuestros  resultados,  el  número  de  micropausas  de
duración  mayor  de  10  ms  es  inferior  en  el  grupo  con  la  EP,
si  bien  la  diferencia  no  es  estadísticamente  significativa  en
comparación  con  el  grupo  de  control;  este  resultado  es  coin-
cidente  con  los  reportados  por  Skodda  et  al.19.  El  incremento
en  el  número  de  pausas  es  un  fenómeno  reiteradamente
informado  por  diversos  investigadores.  Así,  por  ejemplo,
Logeman  et  al.8 describen  que  el  89%  de  200  pacientes  con
la  EP  realizan  excesivas  pausas  en  el  habla;  esta  observa-
ción  indica  la  existencia  de  alteraciones  en  la  inervación
de  los  músculos  laríngeos,  fruto  de  la  dificultad  para  iniciar
la  fonación  o  el  ritmo  fonatorio  con  movimientos  articulato-
rios.  Fräile  y  Cohen43 informan  de  una  significativa  reducción
en  los  periodos  sin  voz  en  el  habla  de  los  pacientes  con
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EP,  causada,  posiblemente,  por  la  dificultar  para  inhibir  la
actividad  laríngea.  Es  la  alteración  de  la  capacidad  de
inhibición  de  movimientos  motores  la  que  justifica  tanto
el  enlentecimiento  en  el  inicio  de  las  respuestas  motoras
como  en  la  interrupción  de  los  movimientos  una  vez  han
sido  iniciados44.  Este  hecho  puede  servir  como  estrategia
compensatoria  para  mantener  una  velocidad  de  elocución
«normal» mediante  la  reducción  de  la  duración  y  el  número
de  pausas43.  Resultados  similares  observaron  Kegl,  Cohen
y  Poizner45 en  una  tarea  de  repetición  de  sílabas,  quienes
concluyen  que  el  cierre  incompleto  del  tracto  vocal  puede
usarse  para  evitar  o  minimizar  las  dificultades  para  iniciar
la  fonación,  manteniendo  un  nivel  de  activación  continuo  de
las  cuerdas  vocales.

Por  otra  parte,  la  ausencia  de  relaciones  significativas
entre  los  parámetros  de  fluencia  evaluados  y  las  puntua-
ciones  de  las  escalas  UPDRS  y  H&Y  ha  sido  observada  con
anterioridad  en  otras  investigaciones16,19. Son  conocidos  los
problemas  de  fiabilidad  de  la  escala46,  así  como  la  escasa
atención  en  la  evaluación  de  los  componentes  del  habla,
que  están  representados  exclusivamente  por  2 ítems  (5
y  18)  que  poseen  reducidos  índices  kappa  (0,660  y  0,602
respectivamente)46.

Nuestros  resultados  confirman  también  la  ausencia  de
relación  entre  la  dosis  de  L-dopa  y  los  parámetros  de  fluen-
cia  observada  en  diversos  estudios12,20,21. Ciertamente,  en
este  estudio  se  observa  que  la  velocidad  de  articulación
es  tanto  menor  cuanto  más  alta  es  la  dosis  de  L-dopa,
sin  embargo  este  efecto  puede  atribuirse  a  un  deterioro
fruto  de  la  evolución  de  la  enfermedad,  ya  que  la  dosis  de
L-dopa  se  incrementa  paulatinamente  con  los  años  trans-
curridos  desde  el  diagnóstico  de  la  EP.

En  su  conjunto,  estos  resultados  muestran  la  existen-
cia  de  marcadas  alteraciones  de  la  fluidez  verbal  en  los
pacientes  con  la  EP  que,  junto  a  las  anormalidades  en
la  voz  ya  señaladas15,47,producen  una  afectación  significa-
tiva  en  la  capacidad  comunicativa  y  la  calidad  de  vida  del
paciente.  Además,  estas  alteraciones  mejoran  pobremente
con  los  tratamientosfarmacológicos20,21,48,  y  de  estimulación
cerebral  profunda23,25,49

Este  estudio  presenta  diversas  limitaciones  que  han
de  tenerse  en  cuenta.  La  primera  de  ellas  se  deriva  de
la  tarea  empleada  para  evaluar  el  habla,  puesto  que  la
familiaridad  con  la  lectura  es  un  determinante  de  los
análisis  de  fluencia,  aunque  la  relativamente  amplia  mues-
tra  empleada  minimiza  los  efectos  indeseados  atribuibles
a  este  factor;  el  uso  de  procedimientos  de  análisis  de
habla  espontánea  es  una  alternativa  plausible.  Por  otra
parte,  la  evaluación  del  habla  se  ha  realizado  en  sujetos
sin  fluctuaciones  motoras  ni  discinesias.  Sería  deseable  rea-
lizar  estudios  que  evaluaran  el  efecto  diferencial  de  los
estados  on  y  off,  así  como  también  en  los  que  se  incremen-
tara  el  número  de  pacientes  y  se  valorara  longitudinalmente
la  relación  entre  los  distintos  parámetros  que  afectan  el
habla.
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Anexo I. Definición de parámetros utilizados

Medida  Descripción

Duración  Duración  total  de  la  tarea  de  lectura  (s)
(con  pausas)

Número  de  pausas
≥  300  ms

N.◦ de  pausas  intersilábicas  de  duración
≥  300  ms  (n)

Duración  media  de
la  pausa  (≥  300
ms)

Duración  media  de  la  pausa  (≥  300  ms)

Número  de
micropausas  (≥
10  ms)

N.◦ de  pausas  intersilábicas  de  duración
≥  10  ms  (n)

Duración  media  de
la  micropausa
(≥  10  ms)

Duración  media  de  la  micropausa  (≥  10
ms)

Tiempo  de
fonación

Tiempo  intra-  e  internúcleos  fonatorios
(s) (sin  pausas)

Proporción  de
fonación

Tiempo  de  fonación  respecto  al  tiempo
total  de  lectura  (%)

Velocidad  de
elocución

N.◦ de  sílabas/tiempo  total  de  lectura
(sílabas/s)

Velocidad  de
articulación

N.◦ de  sílabas/tiempo  de  fonación  sin
pausas  (sílabas/s)

Duración  media  de
la  sílaba

Tiempo  de  habla/n.◦ de  sílabas  (s)
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The acoustic startle reflex (ASR) is a survival mechanism of alarm, which rapidly alerts
the organism to a sudden loud auditory stimulus. In rats, the primary ASR circuit
encompasses three serially connected structures: cochlear root neurons (CRNs), neurons
in the caudal pontine reticular nucleus (PnC), and motoneurons in the medulla and spinal
cord. It is well-established that both CRNs and PnC neurons receive short-latency auditory
inputs to mediate the ASR. Here, we investigated the anatomical origin and functional
role of these inputs using a multidisciplinary approach that combines morphological,
electrophysiological and behavioral techniques. Anterograde tracer injections into the
cochlea suggest that CRNs somata and dendrites receive inputs depending, respectively,
on their basal or apical cochlear origin. Confocal colocalization experiments demonstrated
that these cochlear inputs are immunopositive for the vesicular glutamate transporter 1
(VGLUT1). Using extracellular recordings in vivo followed by subsequent tracer injections,
we investigated the response of PnC neurons after contra-, ipsi-, and bilateral acoustic
stimulation and identified the source of their auditory afferents. Our results showed
that the binaural firing rate of PnC neurons was higher than the monaural, exhibiting
higher spike discharges with contralateral than ipsilateral acoustic stimulations. Our
histological analysis confirmed the CRNs as the principal source of short-latency acoustic
inputs, and indicated that other areas of the cochlear nucleus complex are not likely
to innervate PnC. Behaviorally, we observed a strong reduction of ASR amplitude in
monaural earplugged rats that corresponds with the binaural summation process shown
in our electrophysiological findings. Our study contributes to understand better the role of
neuronal mechanisms in auditory alerting behaviors and provides strong evidence that the
CRNs-PnC pathway mediates fast neurotransmission and binaural summation of the ASR.

Keywords: alertness system, binaural summation, cochlear root neurons, extracellular recordings, neuronal

tracers, pontine reticular formation, rat, vglut1-auditory nerve

INTRODUCTION
The acoustic startle reflex (ASR) is a survival mechanism of alarm,
which rapidly alerts and arouses organisms to a sudden loud audi-
tory stimulus. Behaviorally, the ASR involves a rapid and sequen-
tial activation of muscles along the length of the body as well as
an autonomic physiological response (Prosser and Hunter, 1936;
Szabo, 1964; Hoffman and Ison, 1980). The ASR and its modula-
tions, which are sensible to a variety of experimental approaches,
can be easily tested in humans and rodents (Braff and Geyer, 1990;
Lehmann et al., 1999). Thus, the ASR has been consolidated as an
important research tool for studying brain mechanisms of learn-
ing, memory, emotions, sensory gating, and movement control
(Davis and Sheard, 1974; Davis, 1990; Lang et al., 1990; Yeomans
and Frankland, 1996; Koch, 1999; Swerdlow et al., 2001). The rat
is an excellent animal model to study the ASR, and hence, the
neuronal circuits underlying the ASR in rats are of great interest.

It is well established that a relatively simple pathway in the brain-
stem mediates the ASR (Figure 1). The cochlear root neurons
(CRNs), true sentinels of the rodent auditory pathway, are the
first brainstem neurons receiving direct input from spiral gan-
glion cells (Harrison et al., 1962; Merchán et al., 1988; Osen et al.,
1991; López et al., 1993, 1999). Collectively, they comprise the
so-called cochlear root nucleus, and are morphologically charac-
terized by their large cell body and thick dendrites that distribute
among the eighth nerve fibers (Merchán et al., 1988; López et al.,
1993). The thick myelinated axons of CRNs course through the
trapezoid body (TB) to innervate neurons in the caudal pontine
reticular nucleus (PnC) on both sides of the brainstem, with a
clear contralateral predominance (López et al., 1999; Nodal and
López, 2003). Finally, the acoustically driven PnC neurons project
to facial, cranial and spinal motoneurons that rapidly activate
the muscle contractions (Lingenhöhl and Friauf, 1994; Lee et al.,
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FIGURE 1 | Schematic drawing of the primary acoustic startle reflex in

the rat brainstem based on the referred studies. First, a sudden loud
sound activates the auditory receptors in the cochlea. Next, auditory nerve
fibers synapse cochlear root neurons (CRNs) which exhibit a secure
response with first-spike latencies of approximately 2.2 ms (López et al.,
1999; Sinex et al., 2001; Gómez-Nieto et al., 2010, 2013). This short-latency
acoustic input is rapidly conducted to giant neurons in the pontine reticular
formation (PnC) which respond with short-latencies of 5.2 ms (Lingenhöhl
and Friauf, 1994; Lee et al., 1996; López et al., 1999). Finally, the
acoustically driven PnC neurons send axons that contact motoneurons in

the spinal cord to elicit an acoustic startle reflex with electromyographic
latencies of 6–10 ms (Ison et al., 1973; Davis et al., 1982; Caeser et al.,
1989). The line width represents side predominance within the circuit
which is shown in coronal brainstem sections. Notice the axons of CRNs
course through the trapezoid body (TB) to target preferentially contralateral
PnC neurons (López et al., 1999; Nodal and López, 2003). Arrowheads
indicate the flow of acoustic information within the circuit. Projections
from CRNs to other non-auditory nuclei which participate in the full
expression of the acoustic and pinna reflexes are not shown in this
scheme (see details in López et al., 1999; Horta-Júnior et al., 2008).

1996; Yeomans and Frankland, 1996; Koch and Schnitzler, 1997).
The electromiographic latencies of the muscles during the ASR
are extremely short (6–10 ms) (Ison et al., 1973; Davis et al., 1982;
Caeser et al., 1989). Such short-latency motor response is con-
sistent with the neuronal latencies observed in the primary ASR
mediating circuit (Figure 1). Thus, CRNs exhibit a secure elec-
trophysiological response to tone burst, with first-spike latencies
of approximately 2.2 ms (Sinex et al., 2001; Gómez-Nieto et al.,
2010, 2013), and giant PnC neurons that receive acoustic inputs
show first-spike latencies of 5.2 ms (Lingenhöhl and Friauf, 1994).
The main purpose of this study is to reappraise the anatomical
origin of short-latency auditory inputs to CRNs and PnC neu-
rons and investigate whether the CRNs-PnC neuronal pathway
is responsible for the binaural summation that occurs during
the ASR. Although much is currently known about the cochlear
nerve projection to the cochlear root nucleus (Harrison et al.,
1962; Merchán et al., 1988; Osen et al., 1991; López et al., 1993,
1999), the neuroanatomical and neurochemical mechanisms by
which CRNs integrate fast and frequency-specific acoustic infor-
mation has not been clearly established. The rats are extremely
sensitive to high frequency sounds, and the amplitude of the
ASR depends on sound features such as intensity, duration and

frequency (Gourevitch and Hack, 1966; Błaszczyk and Tajchert,
1997). Since the characteristic frequency of CRNs is approxi-
mately 30 kHz (Sinex et al., 2001; Gómez-Nieto et al., 2013),
we aimed to determine whether auditory nerve afferents tono-
topically innervate CRNs. The primary auditory afferents use
glutamate as neurotransmitter (Hackney et al., 1996; Furness and
Lawton, 2003; Rubio and Juiz, 2004) and their endings contain
the vesicular glutamate transporter 1 (VGLUT1) as it has shown
in other areas of the cochlear nucleus complex (Zhou et al.,
2007; Gómez-Nieto and Rubio, 2009). Here, we demonstrated
that VGLUT1 is also associated with auditory nerve afferents that
terminate onto CRNs, which suggests a fast mechanism of con-
trolling and securing excitatory transmission in the cochlear root
nucleus. Additionally, there are two questions that have been
raised about the primary ASR circuit at the level of the PnC.
One question is whether, in addition to the CRNs, other neuronal
types within the cochlear nucleus complex provide short-latency
acoustic inputs to PnC neurons, as proposed by other researchers
(Davis et al., 1982; Kandler and Herbert, 1991; Lingenhöhl and
Friauf, 1994; Meloni and Davis, 1998). The other question relates
to the neuronal bases underlying the binaural summation of the
startle reflex, which has yet to be elucidated (Marsh et al., 1973;
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Li and Frost, 1996; Yeomans et al., 2002). To address these issues,
we used extracellular recordings in vivo followed by subsequent
tracer injections to investigate the sound evoked responses of PnC
neurons after contra-, ipsi-, and bilateral stimulation, and iden-
tify the source of their auditory afferents. Our electrophysiological
study combined with neuronal tracing indicated the existence of
a binaural summation process in the pontine reticular formation,
and demonstrated that CRNs are the main source of short-latency
acoustic inputs to PnC neurons. Additional anterogradely tracing
experiments were also performed to verify whether neurons of
the dorsal and ventral cochlear nucleus (DCN and VCN, respec-
tively) innervate PnC neurons. Furthermore, we correlated our
electrophysiological findings with changes in the ASR behavioral
performance of monaural earplugged rats. Monaural earplugging
reduces auditory nerve activity and affects processing through
the auditory pathways (Potash and Kelly, 1980). Since the star-
tle depends on normal binaural auditory interaction (reviewed in
Yeomans et al., 2002), we found a reduction of the ASR amplitude
in rats under monaural sound-deprivation conditions, which
was consistent with the PnC neurons’ response to monaural
acoustic stimulation. Our study provides convergent anatomi-
cal, electrophysiological and behavioral evidence for the role of
the CRNs-PnC projection in fast neurotransmission and binaural
summation of the ASR and offers new insights into the structure
and function of the primary ASR neuronal circuit.

MATERIALS AND METHODS
EXPERIMENTAL ANIMALS
In total, 36 adult female Wistar rats (Charles River Laboratories)
weighing 165–320 g were used in this study. The animals
were randomly housed and maintained under normal 12/12 h
light/dark cycle (lights on at 07:00 h) in a temperature -and
humidity-controlled environment. The rats were given ad libitum
access to food and water over the study period. The experiments
were conducted in compliance with the guidelines for the use
and care of laboratory animals of the European Communities
Council Directive (2010/63/EU), the current Spanish legislation
(RD 1201/05), and with those established by the Institutional
Bioethics Committee. All efforts were made to minimize the
number of animals used. For the surgical procedures, the animals
were deeply anesthetized with a mixture of ketamine (40 mg/kg
body weight) and xylazine (7 mg/kg body weight). The suffering
of the animals was minimized during the surgery by monitoring
the depth of anesthesia carefully. Supplementary doses of anes-
thetic were administrated as required to maintain deep anesthesia
throughout the duration of the experiment.

NEUROANATOMICAL EXPERIMENTS: SURGERY, TRACER INJECTIONS,
AND TISSUE PROCESSING
A total of 17 animals were used in the neuroanatomical exper-
iments with the aim of studying the source of acoustic inputs
to CRNs and PnC Neurons. To investigate the distribution of
cochlear nerve inputs on CRNs, 4 rats received anterograde
horseradish peroxidase (HRP, type VI, Sigma, St Louis, MO)
injections into basal and apical regions of the cochlea following
the procedure described by Osen et al. (1991). Once anesthetized,
the tympanic bulla was exposed and a small orifice was made

in the lateral wall of the cochlea at various apico-basal levels.
HRP (20% in distilled water) was pressure-injected through a
glass micropipette for 10–20 min, and a second micropipette was
placed in the oval window for fluid removal. After the wound
was washed and sutured, the animals were allowed to recover for
2 days. In cases with electrophysiological recordings in the right
PnC (see below), we injected the bidirectional tracer, biotinylated
dextran amine (BDA, 10,000 MW; #D-1956; Molecular Probes,
Eugene, OR) to verify the recording site and investigate the source
of cochlear nucleus inputs to PnC neurons. In another set of
experiments, 6 rats received unilaterally injections of BDA into
the left DCN and VCN. All surgical and stereotaxic procedures
for injecting the BDA were identical to that used in our previous
studies (Gómez-Nieto et al., 2008a, 2013; Horta-Júnior et al.,
2008). BDA (10% in distilled water) were injected iontophoret-
ically via a glass micropipette (25 μm tip diameter), with 3 μA
positive current pulses (7 s on/7 s off) for a period of 15 min. The
stereotaxic coordinates for the right PnC was based on previous
reports which studied afferent projections from auditory brain-
stem nuclei into the PnC (Lingenhöhl and Friauf, 1994; Lee et al.,
1996; López et al., 1999; Nodal and López, 2003). The coordi-
nates for the left VCN were precisely the same as those used by
(Gómez-Nieto et al., 2013). All sterotaxic coordinates, including
those for the DCN, were obtained from the atlas of the rat brain
(Paxinos and Watson, 2009), using an electrode angle calibrator
(David Kopf Instruments). After the tracer injection, the scalp was
sutured and the animal was allowed to recover for a minimum of 7
days. Tissue preparation for light microscopy included: perfusion
of the animals, brain dissection and subsequent cryoprotection
with sucrose, freezing and serially slicing at 40 μm thickness along
parasagittal and coronal planes, visualization of HRP and BDA
neurotracers, and calbindin protein-D28K (CaBP) immunohisto-
chemistry. All these techniques were applied in a manner identical
to that used in our previous reports (Osen et al., 1991; López
et al., 1993, 1999; Gómez-Nieto et al., 2008a, 2013). In cases with
HRP injections, we followed a standard immunostaining proto-
col to visualize CaBP as described by Gómez-Nieto et al. (2008a).
CaBP immunoreactivity has been extensively utilized for detect-
ing the cell body and dendrites of the CRNs (López et al., 1993;
Gómez-Nieto et al., 2008a, 2013). Thus, nickel-intensified per-
oxidase reaction was developed for HRP visualization in order
to distinguish from CaBP immunohistochemistry without heavy
metal intensification of diaminobenzidine (Gómez-Nieto et al.,
2008a). Detailed information of the antibodies and dilutions used
for CaBP immunohistochemistry is shown in Table 1. All sec-
tions processed for light microscopic analysis were mounted on
slides and 4 alternate series were counterstained with cresyl vio-
let to highlight cytoarchitectonic divisions; the other sections
were dehydrated in ethanol and coverslipped with Entellan Neu
(#107961; Merck, Darmstadt, Germany).

Double fluorescent tract-tracing experiments
To label CRNs and the cochlear nerve, we used identical pro-
cedures to those used in our previous studies (Gómez-Nieto
et al., 2008b; Gómez-Nieto and Rubio, 2009). Three animals
received a unilateral injection of the fluorescent tracer, dextran
fluorescein isothiocyanate (D-FITC; #D-1820; Molecular Probes,
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Table 1 | List of antibodies and dilutions used in the immunohistochemistry techniques.

Antigen Primary Catalog/Brand* Dilution Secondary Dilution Catalog/Brand* Processing‡ References

antibody† antibody

CaBP Mouse
anti-CaBP

#C-8666/Sigma 1:200 Biotinylated
horse
anti-mouse

1:200 #BA-2000/Vector LM Gómez-Nieto
et al., 2008a,b,
2013

VGLUT1 Rabbit
anti-VGLUT1

#135-302/Synaptic
Systems

1:1000 Cy3 goat
anti-rabbit

1:200 #111-165-003/JI CM Gómez-Nieto
et al., 2008b;
Gómez-Nieto
and Rubio, 2009

Cy5 goat
anti-rabbit

1:200 #115-175-003/JI

c-Fos Rabbit
anti-c Fos

#SC-52/SCB 1:2500 Biotinylated goat
anti-rabbit

1:200 #BA-1000/Vector LM Castellano et al.,
2009, 2013

*Antibody manufacturers: JI, Jackson Immunoresearch, West Grove, PA, USA; SCB, Santa Cruz Biotechnology (Santa Cruz, CA, USA); Synaptic Systems, Göttingen,

Germany; Sigma, Sigma-Aldrich, St Louis, MO, USA; Vector, Vector Laboratories, Burlingame, CA, USA.
†Specificity and immunogen sequence of primary antibodies: (1) The anti-CaBP was a mouse IgG isotype produced by hybridization of mouse myeloma cells with

spleen cells from mice immunized with calbindin D-28k purified from chicken gut. The antibody specifically stains the 45Ca-binding spot of the calbindin D-28k (MW

28 kDa) of tissue originating from rat brain in two-dimensional immunoblots; (2) The anti-VGLUT1 is a polyclonal antibody generated in rabbits against Strep-Tag fusion

protein containing amino acid residues 456–560 of rat VGLUT1. This antibody has been tested in preadsorption experiments that blocked efficiently and specifically

the corresponding signals (manufacturer’s technical information; see also Zhou et al., 2007); (3) The anti-c Fos is a is a rabbit polyclonal antibody produced against a

epitope mapping at the N-terminus of c-Fos of human origin (see details in manufacturer’s technical information).
‡ Tissue processed for light microscopy (LM) or confocal microscopy (CM).

Eugene, OR), into the left TB to label CRNs retrogradely. The
stereotaxic coordinates targeted the course of CRN axons which
project to PnC neurons via the TB (López et al., 1999). A vol-
ume of 0.15–0.2 μl of D-FITC (10% in distilled water) were
pressure-delivered with a Hamilton syringe (#710; Hamilton Co.,
Reno, NV) attached to a Stereotaxic Injector (Stoelting Co., Wood
Dale, IL). After the scalp was sutured, the animals were allowed
to recover for 4–7 days. Then, the animals were deeply anes-
thetized and perfused through the heart with 0.5% paraformalde-
hyde (PFA) in 0.1 M phosphate buffer, pH 7.4. The cochlea
was removed, and crystals of the lipophylic dye DiI (#D-3911;
1.1′-dioctadecyl-3,3,3′,3′-tetramethylindocarbocyanine perchlo-
rate; Molecular Probes) were placed on the exposed auditory
nerve. The brains were stored in 4% PFA for approximately 30
days at room temperature protected from light and were pro-
cessed for confocal microscopy as described by Gómez-Nieto and
Rubio (2009).

VGLUT1 immunofluorescence and colocalization experiments
Two rats were used to identify VGLUT1 immunopositive termi-
nals in the cochlear root nucleus. The immunofluorescence was
performed following the same protocol described by Gómez-
Nieto and Rubio (2009). After obtaining the brain tissue, free-
floating sections (40 μm in thickness) were pretreated with
phosphate buffer saline (PBS) 0.3% TritonX-100, and blocked
for 1h at room temperature with 6% normal goat serum (#S-
1000, Vector Laboratories) in PBS. Subsequently, the brain slices
followed overnight incubation at 4◦C with the primary anti-
body (see Table 1 for complete information of antibodies).
Thereafter, the sections were rinsed extensively in PBS and incu-
bated for 1 h at room temperature with their corresponding
fluorophore conjugated secondary antibody (Table 1). In another
set of experiments, we studied the codistribution of cochlear

nerve terminals and VGLUT1 on CRNs retrogradely labeled with
D-FITC. For this purpose, we analyzed 2 animals from our pre-
vious studies in which a triple-labeling procedure was designed
to detect colocalization of VGLUT1 with auditory nerve termi-
nals on bushy cells dendrites (Gómez-Nieto and Rubio, 2009).
These animals received an injection of D-FITC in the TB and
insertions of DiI crystals in the cochlear nerve root, and finally
the brainstem sections were processed for VGLUT1 immunofluo-
rescence as described above. In these colocalization experiments,
we used Cy5 goat anti-rabbit (blue emission) to distinguish the
signal from the DiI (red emission)-labeled auditory nerve end-
ings. Finally, all sections were rinsed extensively in PBS, dipped
briefly in distilled water, mounted onto fluorescence-free slides,
air-dried, and coverslipped with ProLong Antifade Kit (#P7481;
Molecular Probes) to prevent photobleaching. In all immunoflu-
orescence experiments, negative controls were not treated with
primary antibodies, and this resulted in the complete absence of
immunolabeling.

ELECTROPHYSIOLOGY EXPERIMENTS COMBINED WITH BDA
INJECTIONS
Seven rats were used for extracellular multi-unit recordings of
acoustically driven PnC neurons, and subsequent neuronal tract-
tracing study. The animal’s body temperature was monitored
and maintained at 38◦C by a thermostatically controlled electri-
cal blanket. Once anesthetized, each animal was placed inside a
sound-attenuated room in a stereotaxic frame in which the ear
bars were replaced by a hollow speculum coupled to a sound
delivery system (Sony MDR E-868 earphones). The output of the
system at each ear was calibrated in situ using a DI-2200 spectrum
analyzer and a Brüel and Kjær 4134 microphone. This standard
calibration was used to set the levels of tones and white noise in
all experiments. Both pure tones and bursts of white noise were
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generated using a waveform generator (Hewlett Packard-8904A
multifunction synthesizer) controlled by a computer. Acoustic
stimuli were delivered to the ears monaurally, ipsi- and contralat-
eral to the recording site, as well as binaurally. After craniotomy
and brain surface exposure, a glass micropipette with the tip
broken to a diameter of 10 μm was filled with 10% of BDA
in 2M NaCl (15–25 M�) and lowered through the brainstem
using a piezoelectric microdrive (Burleigh 6000 ULN, Burleigh
Instruments, Fishers, NY) with a resolution of 1 μm. The elec-
trode was aimed to target PnC neurons in the right side of
the brainstem following the same stereotaxic approach described
above. As the micropipette was advanced into the brainstem, we
used white noise as search stimuli. Extracellularly recorded action
potentials were amplified (×10,000; BAK MDA-4I), filtered (0.3–
3 kHz), discriminated (BAK DIS-I) and time-stamped with an
accuracy of 10 μs by a CED-1401plus Laboratory Interface
(Cambridge Electronic Design). Once significant evoked activity
was detected, bursts of white noise and pure tones were used as
experimental stimuli to assess the modifications of PnC neural
responses at different conditions (intensity, frequency and side
of stimuli presentation). Stimuli were 100 presentations of 75 ms
pure tones (5 ms rise/fall time) or noise bursts at a rate of 2/s.
Sound level was varied from 60 to 90 dB in 10-dB steps and fre-
quency from 0.5 to 35 kHz. These intensity and frequency ranges
were chosen based on the high firing thresholds and broad fre-
quency tuning of PnC neurons (Lingenhöhl and Friauf, 1994).
The spikes times evoked by the different stimuli were stored and
were used to calculate the response magnitude (spikes per ms)
and first spike latencies. The integration window to calculate the
mean firing rate was the first 25 ms after stimuli presentation. For
each recording, we obtained peristimulus time histograms to dis-
play the responses to the stimuli. Data from first spike latencies
and responses of PnC neurons were pooled for statistical compar-
ison between stimulation with pure tones and noise bursts as well
as the side of stimuli presentation. At the end of each experiment,
BDA was injected iontophoretically following the same procedure
described above. Finally, the animal was allowed to recover for a
minimum of 7 days and followed the histological procedure to
visualize the neuronal tracer at light microscopy (López et al.,
1999; Gómez-Nieto et al., 2008a, 2013).

BEHAVIORAL EXPERIMENTS
A total of 12 rats were used to study the behavioral paradigm
of the ASR under monaural sound-deprivation conditions. The
animals were randomly divided into one experimental group
with monaural earplugging (n = 6) and an intact control group
(n = 6). The ASR amplitude was assessed in rats from the
experimental group prior to and following 4 days of monaural
earplugging, and their ASR was compared with those from the
control group. After the behavioral test, the animals were kept at
rest during 60 min, and then followed the tissue preparation to
detect c-Fos immunoreactivity at light microscopy (see below).

ASR apparatus (system) and procedure
Before testing, the rats were habituated to the experimental con-
ditions, especially to their placement into the ASR apparatus.
All testing was carried out between 9:00 A.M. and 11:00 A.M,

using the SR-LAB system (SDI, San Diego, CA, USA) as described
by Castellano et al. (2009). The acoustic startle reflexes were
measured in six identical startle response systems (SR-LAB).
Acoustic stimulus intensities and response sensitivities were cal-
ibrated (using an SR-LAB Startle Calibration System) to be nearly
identical in each of the six SR-LAB systems (maximum variabil-
ity <1% of stimulus range and <5% of response ranges). Each
system consisted of a nonrestrictive Plexiglas cylinder, 8.7 cm
in internal diameter and 20.5 cm long, mounted on a platform
which was located in a ventilated, sound-attenuated chamber.
Cylinder movements were detected by a piezoelectric accelerom-
eter mounted under each platform and were digitized and stored
by an interfacing computer assembly. A loudspeaker mounted
14.5 cm above the cylinder provided the broadband background
noise and acoustic stimuli. Each testing session consisted of an
acclimatization period of 5 min and 64 trials with a 30 s interval
between them. The trials were a single noise pulse (20 ms bursts of
white noise) presented at different intensities (95, 105, and 115 dB
SPL) in a random manner. Whole body ballistic movements cor-
responding to startling responses were collected and analyzed by
the SR-LAB system providing two main values of interest: Vmax

and Tmax. The Vmax represents the peak startle response (ASR
amplitude) that occurs during each trial while Tmax is the time
from stimulus to the peak startle response (ASR latency). The
background noise of 65 dB SPL was generated throughout the
entire session in order to avoid interference from external noise
and ensure equal experimental conditions.

Monoaural earplugging
After ASR testing, animals from the experimental group were
anesthetized and put on a warm blanket under a stereomicro-
scope. The skin was disinfected and foam earplugs (Moldex®,
Culver City, CA) were cut to appropriate size and introduced
into the right external canal as described by Whiting et al.
(2009). Once the ear canal was sealed, the animal was main-
tained under normal conditions for 4 days until the ASR was
measured again. After earplugging, the animals showed no symp-
toms of stress or infection, and kept their weight steady (see table
in Supplemental Figure 6). Acoustic effects of monaural earplug-
ging in rats include attenuation of approximately 40 dB on the
same side to the earplug as well as modifications of the thresh-
old, amplitude and latency of acoustic brain response waveforms
(Whiting et al., 2009; Popescu and Polley, 2010; Wang et al.,
2011).

Fos immunohistochemistry
Once the behavioral tests were completed, animals from the con-
trol and the monaural experimental group were processed to
detect c-Fos immunoreactivity in the auditory pathway, and more
specifically in the inferior colliculus (IC). The noise bursts used
to measure the ASR served to induce the c-Fos expression in the
auditory pathway. Since c-Fos protein has been widely used as a
marker of early neuronal activation (Sagar et al., 1988; Dragunow
and Faull, 1989; Murphy and Feldon, 2001), the quantification c-
Fos immunoreactivity in the IC allowed us to check the efficiency
of the earplugging. Perfusion of the animals, serial brain slic-
ing into 40 μm coronal sections and c-Fos immunohistochemical
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staining protocol was described in detail elsewhere (Castellano
et al., 2009, 2013). Sections were incubated in primary anti-
serum against c-Fos protein for 72 h at 4◦C. The tissue was
then washed and incubated with its corresponding biotinylated
secondary antibody for 2 h at room temperature, and finally
visualized with the avidin-biotin-peroxidase complex procedure
(Vectastain, Vector Labs.) and histochemistry for peroxidase
without heavy-metal intensification. Complete information of the
primary and secondary antibodies used for c-Fos immunohisto-
chemistry is provided in Table 1. Immunolabeling was abolished
by omission of the primary antibody. For each brain, all sec-
tions were mounted on slides, dehydrated and coverslipped as
described above.

IMAGE, DATA, AND STATISTICAL ANALYSIS
The sections processed for light microscopy were examined on an
upright brightfield microscope (#BX5; Olympus, Center Valley,
PA, USA) equipped with a digital camera (SpotRt®; Diagnostic
Instruments, Sterling Heights, MI, USA). Low-magnification
images were taken with the 4×, 10×, or 20× objective lens,
and high magnification images were taken with a 40× or 100×
objective lens (oil immersion) for morphometric measures of
labeled structures. The morphometric analysis was carried out
with ImageJ (version 1.42; Rasband W.S., ImageJ, Bethesda,
Maryland, USA, U.S. National Institutes of Health; 1997–2011.
http://imagej.nih.gov/ij/). In the behavioral experiments, we esti-
mated the number of c-Fos-immunolabeled neurons in the IC
using a similar quantitative analysis as previously described by
Castellano et al. (2013). High magnification micrographs (×40)
of the ipsilateral and contralateral IC were taken with a Leica
microscope (model # DMRB) coupled to a motorized x–y–z
motor stage, and connected to a PC with Stereo Investigator
software (MicroBrightField, VT, USA). The stereological anal-
ysis was accomplished with the aid of the optical fractionator
method (Gundersen et al., 1988). We selected one section con-
taining the left and right IC in each one of the 12 animals used
in the behavioral experiments. To guarantee the homogeneity
and the reproducibility of the area of interest, the contour of
the IC was drawn at low magnification (2x), using transpar-
ent templates taken from the atlas of the rat brain (Paxinos and
Watson, 2009) at 0.2 mm anterior from the interaural plane.
The templates were placed on the screen of the computer and
served to select the same area of interest in all histological sec-
tions. After that, the Stereo Investigator system automatically
estimated the size of the counting grid (optical dissector) and
the number of zones to be sampled. The neurons were counted
according to the optical dissector counting rules as they first
came into focus from 3 μm below the upper surface of the sec-
tion and did not touch the right inferior and superior edges of
the dissector. Quantification was carried out in a single-blind
assessment by two different investigators and only neurons that
displayed a clearly staining above the background were consid-
ered as a count. For the immunofluorescence and colocalization
experiments, the sections were examined with a conventional
brightfield microscope equipped with epifluorescence. In selected
slides, the sections were analyzed with a Leica TCS SP2 confo-
cal laser scanning microscope (Leica Microsystems, Mannheim,

Germany) coupled to a Leica DM IRE2 inverted microscope
and equipped with argon and helium neon lasers with excita-
tion wavelengths of 458, 476, 488, 543, 568, and 633 nm. The
fluorochromes FITC, Cy3, DiI, and Cy5 were detected sequen-
tially, stack by stack, with the acousto-optical tunable filter system
and triple dichroic mirror TD488/543/633. The background was
controlled, and the photomultiplier voltage (800 V) was selected
for maximal sensitivity in the linear range. The objectives used
were oil immersion ×40 and ×63/numerical aperture 1.30, pro-
viding a resolution of ×150 nm in the xy plane and ×300 nm
along the z-axis (pinhole 1 Airy unit), as well as several elec-
tronic zoom factors up to ×1.58. To determine the codistribu-
tion of the immunolabeled terminals, series of 25–50 confocal
images were obtained to generate a maximal-intensity z projec-
tion of stacks and an orthogonal projection (= xy, xz, yz planes,
for z stacks series). Colocalization of the fluorochromes within
positive terminals was verified in the orthogonal view. All pho-
tomicrographs shown in the figures were processed with minor
modifications in brightness, contrast and to remove the tissue
free background using Adobe Photoshop® CS3 Extended (Version
10.0) and assembled in Canvas 7.0 software. Statistical analy-
ses were performed using the SPSS software, version 18.0 (SPSS
Inc., Chicago, IL, USA). All mean values were expressed ± the
standard error of the mean. Comparisons between groups were
made by analysis of variance (mixed ANOVA split-plot), with
pairwise comparisons Sheffe (between-subjects analysis) and
Bonferroni post-hoc test (intra-subject analysis). To compare dif-
ferences between two means, we used Student’s t-test taking into
account the Levene’s test for equality of variances. The differences
between groups were regarded as statistically significant when
p ≤ 0.05.

RESULTS
HRP INJECTIONS INTO THE BASAL AND APICAL COILS OF THE
COCHLEA
To determine whether cochlear nerve terminals innervate CRNs
in a tonotopic specific manner, we injected HRP into the basal
and apical regions of the cochlea. In parasagittal sections of
the cochlear nucleus complex, we observed HRP labeling as an
intense black reaction product in which a densely bundle of axons
were identified (Figure 2). These HRP labeled axons followed
the characteristic V-shaped branching pattern of the primary
cochlear afferents (Figures 2A,B). To define the injection site, we
followed the criteria established by Merchán et al. (1988) and
examined the areas of the cochlear nucleus complex in which the
HRP-labeled fibers decussated and terminated. In cases with HRP
injections in the basal coil of the cochlea, the cochlear nerve fibers
bifurcate dorsally and give rise terminals into dorsal parts of the
cochlear nucleus complex (Figure 2A). We examined the course
of HRP-labeled axons within the cochlear root nucleus, and found
that they give off collaterals of various diameters (ranged from
0.4 to 1.6 μm) and numerous endings that terminated on CRNs
somata, but not exclusively (Figures 2A1,A2). To verify that HRP-
labeled fibers terminate on the cell body of CRNs, we immunos-
tained brainstem sections for CaBP. The cochlear nerve collaterals
were orientated perpendicular to the parent fibers, and extended
approximately 70 μm in length to innervate the cell body of CRNs
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immunostained for CaBP (Figures 2A3,A4). In cases with HRP
injections in the apical coil of the cochlea, the cochlear nerve
fibers divided more ventrally and form axonal terminals into
ventral parts of the cochlear nucleus complex (Figure 2B). In
the cochlear root nucleus of these cases, we observed numerous
HRP-labeled fibers that span away from the CRNs cell body and
followed the course of CRNs dendrites (Figure 2B1). Although
we also observed that HRP-labeled fibers give off terminals on
cell bodies of CRNs (Figure 2B2), a greater number of these ter-
minals appear to establish contact on primary and distal CRNs

FIGURE 2 | Injections of HRP in the basal and apical regions of the

spiral ganglion generate respectively labeled auditory nerve endings

on the cell body and dendrites of cochlear root neurons (CRNs). (A)

Parasagittal section of the cochlear nucleus complex shows labeled primary
auditory afferents after injection of HRP in the basal coil of the cochlea.
Notice that auditory nerve fibers divide dorsally and terminate in the dorsal
part of the anteroventral cochlear nucleus (AVCN) and posteroventral
cochlear nucleus (PVCN). (A1,A2) Higher magnification of the cochlear root
nucleus corresponding to the frames in (A). Note HRP-labeled endings
outlining the unlabeled neuronal somata of CRNs (asterisks). (A3,A4) High
magnification micrographs of the cochlear root nucleus show HRP-labeled
collaterals of primary auditory fibers (arrowheads) that terminate on the cell
body of CRNs immunolabeled for CaBP. (B) Parasagittal section of the
cochlear nucleus complex shows labeled primary auditory afferents after
injection of HRP in the apical coil of the cochlea. Notice that auditory nerve
fibers bifurcate ventrally and terminate in the ventral part of the AVCN and
PVCN. (B1) High magnification of the cochlear root nucleus corresponding
to the frame in (B) shows HRP-labeled endings (arrowheads) outlining the
unlabeled dendrite of a CRN. (B2) High magnification micrograph shows
HRP-labeled auditory nerve endings (arrows) outlining the cell body of a
CRN. (B3,B4) High magnification of the cochlear root nucleus shows details
of HRP-labeled endings (arrowheads) outlining perpendicular (B3) and
parallel (B4) unlabeled dendrites of CRNs after HRP injection in the apical
coil of the cochlea. DCN, dorsal cochlear nucleus. Scale bars = 1 mm in A

and B; 25 μm in A1–A4, B1–B4.

dendrites (Figures 2B3,B4). This set of data suggests that auditory
nerve inputs could be distributed preferentially on the cell body
and dendrites of CRNs depending, respectively, on their basal or
apical cochlear origin.

COCHLEAR NERVE ENDINGS ON CRNs COLABEL WITH VGLUT1
Our HRP injections in the apical regions of the spiral ganglion
gave evidence that primary auditory afferents might innervate
dendrites of CRNs. To fully confirm this result, we retrogradely
labeled CRNs by injecting D-FICT in the TB and inserted DiI
crystals into the cochlear nerve root (Figure 3). The D-FICT
injection sites in the TB were equal as those reported in our
previous studies (Gómez-Nieto et al., 2008b; Gómez-Nieto and
Rubio, 2009). Our D-FICT injections filled axons of approxi-
mately 3 μm in diameter that coursed through the contralateral
TB (Figure 3A, see also Figure 4A below). We followed the direc-
tions of these labeled axons and found that they emerged from
retrogradely labeled cell bodies of CRNs (Figure 3A). The DiI

FIGURE 3 | Auditory nerve projections to cochlear root neurons (CRNs)

dendrites. (A) Epi-fluorescence micrograph of a coronal section shows a
representative case with an insertion of DiI crystals into the cochlear root
(asterisk) and retrogradely labeled CRNs (arrows) after D-FITC injection into
the trapezoid body (TB). Notice thick CRNs axons (arrowheads) labeled with
D-FITC coursing through the TB. (B1–B3) Confocal micrographs show
auditory nerve terminals on dendrites of CRNs. DiI-labeled auditory nerve
fibers which send collaterals (arrows) into the region of CRNs are shown in
(B1) (in red). CRNs retrogradely labeled with D-FITC are shown in (B2) (in
green). The image (B3) is the merge of the two maximum z-series
projection shown in (B1,B2). (C) Detail of the boxed area in (B3) show a
dendrite of a CRN decorated with auditory terminals. The orthogonal view
in (C) confirms that auditory nerve terminals are in close apposition with
the dendrite (arrowhead). Scale bars = 200 μm in A; 75 μm in B1–B3;
25 μm in C.
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crystals inserted into the cochlear nerve root led to diffusion
along auditory nerve fibers (Figure 3A). In the cochlear root
nucleus, we observed thin DiI-labeled collaterals branching per-
pendicularly from the main auditory nerve fibers (Figure 3B1).
The DiI-labeled collaterals gave rise to small endings that ter-
minated on dendrites of CRNs (Figures 3B1–B3). The orthog-
onal view of confocal z-stack confirmed that those cochlear
nerve endings were in close apposition to dendrites of CRNs
(Figure 3C).

The excitatory synaptic marker VGLUT1 has been associated
with the mediation of glutamate transport at cochlear nerve fibers
in other areas of the cochlear nucleus complex (Zhou et al.,
2007; Gómez-Nieto and Rubio, 2009). As expected from our pre-
vious report (Gómez-Nieto et al., 2008b), we found a strong
immunoreactivity for VGLUT1 in the cochlear root nucleus
(Supplemental Figure 1). VGLUT1-labeled endings equally dis-
tributed throughout dorsal and ventral portions of the cochlear
root nucleus (Supplemental Figure 1). They were quite numer-
ous and fully decorated cell bodies as well as primary and dis-
tal dendrites of CRNs (Supplemental Figure 1). To determine
whether these VGLUT1 immunopositive endings colabel with ter-
minals of the auditory nerve, we used a triple-labeling method
consisting of double tract-tracing with D-FITC for CRNs and
DiI for cochlear nerve endings, combined with immunofluo-
rescence for VGLUT1. As described in the above experiments,
D-FITC injection in the TB retrogradely labeled the cell body
and dendrites of CRNs (Figures 4A,B). The inserted DiI crys-
tals into the cochlear nerve root diffused through cochlear nerve
fibers and collaterals, allowing us to label cochlear nerve termi-
nals (Figure 4C). We also found many VGLUT1-immunopositive
endings that were outlining cell bodies and dendrites (Figure 4D).
Our confocal analyses identified cochlear nerve terminals as
VGLUT1-immunopositive endings that were closely apposed
to CRNs (Figure 4E). The orthogonal view of cochlear nerve
endings confirmed the colocalization DiI-labeled endings with
VGLUT1 immunolabeling (Figure 4F).

ELECTROPHYSIOLOGICAL RESPONSES OF PnC NEURONS TO CONTRA-,
IPSI-, AND BILATERAL ACOUSTIC STIMULATIONS
To determine whether acoustically driven PnC neurons are
involved in binaural summation processing, pure tones (fre-
quency range from 0.5 to 35 kHz) and noise bursts of 75 ms
duration were presented contra-, ipsi-, and bilateral to the
recording site at four different intensities (60, 70, 80, and
90 dB SPL). A total of 169 and 49 multi-units recordings were
obtained using pure tones and noise bursts, respectively. PnC
neuronal activity exhibited an onset response with very short
first spike latencies (Figure 5). For example, in Figure 5A noise
bursts of 90 dB SPL evoked the PnC neuronal activity with
a mean spike latency of 4.39 ± 0.12 ms. The major firing
rate was observed within the first 25 ms after stimuli presen-
tation (Figure 5A). Using this integration window, we exam-
ined the mean spike latency and firing rate of PnC neurons
depending on acoustic stimuli (noise bursts and pure tones)
and on the side of stimuli presentation (Figures 5B,C). We
found that the mean spike latency was shorter with pure tone
(3.94 ± 0.39 ms) than with noise burst stimulations (4.83 ±

FIGURE 4 | Auditory nerve endings onto cochlear root neurons

(CRNs) colabel with VGLUT1. (A) Epi-fluorescence micrograph of a
coronal section shows retrogradely labeled CRNs after D-FITC injection
into the trapezoid body (TB) and the insertion site of DiI crystals into
the cochlear root (asterisk). Notice thick CRNs axons (arrowheads)
labeled with D-FITC coursing through the TB. (B) Confocal image of
retrogradely labeled CRNs with D-FITC (position denoted by an arrow
in A). (C) Confocal image of DiI-labeled endings which arise from
auditory nerve collaterals (arrows). (D) Confocal image shows
VGLUT1-immunolabeled endings. (E) Confocal image shows VGLUT1
colabeled with auditory nerve terminals on CRNs. This image is the
merge of the three maximum z-series projection shown in (B–D). (F)

Detail of the boxed area in E shows VGLUT1-auditory nerve terminals
(arrowheads) on dendrites of CRNs. Colocalization of VGLUT1 puncta
and DiI is confirmed by the orthogonal view. Scale bars = 500 μm in
A; 40 μm in B–E; 20 μm in F.

0.58 ms), showing significant differences when they were pre-
sented monaurally (both contra- and ipsilateral to the record-
ing site). However, no significant difference was found between
pure tone and noise burst stimulations after binaural presen-
tations (Figure 5B). There was also no significant difference in
spike latencies when comparing binaural with monaural presen-
tation of pure tones or noise bursts. Regarding the PnC neuronal
activity, we found that the mean firing rate (spikes/ms) was sig-
nificantly greater with binaural than with monaural presentations
(Figure 5C). Thus, we consistently observed that either pure tones

Frontiers in Neuroscience | Auditory Cognitive Neuroscience July 2014 | Volume 8 | Article 216 | 8

http://www.frontiersin.org/Auditory_Cognitive_Neuroscience
http://www.frontiersin.org/Auditory_Cognitive_Neuroscience
http://www.frontiersin.org/Auditory_Cognitive_Neuroscience/archive


Gómez-Nieto et al. New insights into the ASR circuit

FIGURE 5 | Electrophysiological responses of PnC neurons to

contra-, ipsi-, and bilateral acoustic stimulations. (A) PST
histogram shows the PnC neuronal activity (spikes/ms) evoked by
noise bursts of 90 dB SPL and 75 ms duration (black line) delivered
contralaterally to the recording site. Notice that the mean first spike
latency is very short (4.39 ± 0.12 ms). The shadow area displays
the integration window (first 25 ms after stimuli presentation) used to
calculate the firing rate. (B) Histogram shows mean spike latencies
of PnC neurons after contra-, ipsi-, and bilateral acoustic stimulations
with noise bursts and pure tones. Notice that the spike latencies
are shorter following pure tone than noise burst stimulations, with
significant differences when stimuli were presented monaurally (both
contra- and ipsilateral to the recording site). No significant difference
(ns) was found after binaural presentations. Bars represent mean
values and SEM, ∗ [contralateral presentation, F(1,216)= 4.399,
p = 0.037; ipsilateral presentation, F(1,216) = 8.137, p = 0.005]. (C)

Histogram shows the mean firing rate (spikes/ms) of PnC neurons
within the first 25 ms after contra-, ipsi-, and bilateral acoustic

stimulations with noise bursts and pure tones. Binaural presentations
showed significantly higher firing rates than monaural [∗,
F(2,216) = 14.852, p = 0.000]. Significant differences were found
between noise bursts and pure tones following binaural presentations
[∗, F(2, 216) = 4.037, p = 0.019], whereas no significant differences (ns)
were found in monaural presentations. Bars represent mean values
and SEM. (D) Firing rate-intensity function of PnC neurons in
response to pure tones following contra-, ipsi-, and bilateral stimulus
presentations. Binaural presentations showed significant differences
with monaural presentations (both contra- and ipsilateral to the
recording site) for tones of 60, 70, 80, and 90 dB SPL. Data points
represent the means with SEM, [∗, F(6,216) = 3.014, p = 0.015]. (E) Low
magnification micrograph shows a representative case of a recording
site labeled with BDA. (F) Micrograph shows CRNs retrogradely
labeled with BDA (arrowheads) after the injection site shown in (E).
Notice thick BDA-labeled axons of CRNs in the trapezoid body (TB,
arrows). CRNs, cochlear root neurons; PnC, caudal pontine reticular
nucleus. Scale bars = 1 mm in E; 200 μm in F.
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or noise bursts evoked higher responses when they were pre-
sented binaurally than when delivered monaurally. Significant
differences were also found between pure tone and noise burst
stimulations following binaural presentations, whereas monau-
ral presentations showed no significant differences (Figure 5C).
We further studied the neuronal activity of PnC neurons by
presenting contra-, ipsi-, and bilateral pure tones at many inten-
sities (Figure 5D). With contralateral presentations of the tones,
we observed a greater increase in firing rates with increas-
ing stimulus intensity. In contrast, this effect of the intensity
was not observed with ipsilateral presentations of the tones
(Figure 5D). For all the intensities tested, the firing rate was
significantly greater with binaural than with monaural presen-
tations (Figure 5D). In all the experiments, the bilateral evoked
responses in PnC were almost equal to the sum of the contralat-
eral and ipsilateral evoked responses, suggesting the existence of
a binaural summation process (Figures 5C,D). To identify the
origin of short-latency acoustic inputs to the acoustically driven
area of PnC, we injected BDA at the end of each experiment.
The BDA injections were small (∼0.3 mm), round in shape,
and restricted to ventrocaudal regions of the PnC (Figure 5E,
see also Supplemental Figures 2, 3). In all cases, we found
BDA-labeled axons in the TB that emerged from retrogradely
labeled CRNs (Figure 5F). The number of BDA-labeled neu-
rons located on the contralateral cochlear root nucleus (75.6%)
was considerably higher than on the ipsilateral nucleus (24.4%).
This result indicates that CRNs provide short latency acous-
tic inputs to PnC with a clear contralateral preference. Because
BDA is an effective bidirectional pathway tracer (Rajakumar
et al., 1993), we also observed retrogradely labeled neurons and
anterogradely labeled terminals in the PnC contralateral to the
recording/injection site (Supplemental Figures 2, 3). The labeled
fibers from PnC neurons of the right side crossed the midline
and enter into the opposite (left) reticular formation giving off
BDA-labeled terminals onto retrogradely labeled PnC neurons
(Supplemental Figures 2, 3). This result supports the idea that
reciprocal connections might exist between the left and right
PnC. In cases with slightly larger injections, we also found very
few neurons retrogradely labeled by BDA in the DCN and VCN
(Supplemental Figure 4). However, the number of retrogradely
labeled neurons in the DCN and VCN was considerably less
than those labeled in the cochlear root nucleus (see table in
Supplemental Figure 4).

BDA INJECTIONS IN THE DORSAL AND VENTRAL COCHLEAR NUCLEUS
The results described above indicated that acoustically driven
PnC neurons receive bilateral, but mainly contralateral, inputs
from CRNs. However, the presence of very few retrogradely
labeled neurons in other areas of the cochlear nucleus complex
led us to investigate whether these regions innervate PnC neu-
rons. This was done by injecting BDA into the left DCN and
VCN. All injections sites of BDA in the DCN and VCN were
restricted to the corresponding nucleus and did not spread to
adjacent areas of the cochlear nucleus complex (Figures 6A, 7A).
BDA injections in the DCN were small (0.5–0.7 mm in diam-
eter) and round in shape (Figure 6A). To check the efficiency
of BDA injections in the DCN, we analyzed the distribution of

anterograde labeling in nuclei that are well known to receive DCN
inputs (Cant and Gaston, 1982; Malmierca et al., 2002; Cant and
Benson, 2003). Our material showed BDA-labeled fibers and ter-
minals in the contralateral DCN (Figure 6B), the ipsilateral (data
not shown) and contralateral VCN (Figure 6C), the contralateral
IC (Figure 6D), and the contralateral medial geniculate body
(Figure 6E). We also observed thin and thick labeled fibers of
approximately 0.7 and 2.8 μm in diameter, respectively, in the
pontine reticular formation (Figures 6F,G). We examined both
type of BDA-labeled fibers and found that they do not innervate
giant PnC neurons (Figure 6G). Due to the bidirectional nature
of the transport of the BDA, the cochlear nerve terminals that
innervate DCN neurons uptake the tracer and filled retrogradely
cochlear nerve fibers (Supplemental Figure 5). We followed these
retrogradely labeled fibers and found that they innervate CRNs
somata in a similar pattern than that observed in our HRP
injections in the basal coil of the cochlea (for comparisons see
Figures 2A1–A4 and Supplemental Figure 5). In cases with BDA
injection in the VCN, we obtained small (0.3–0.8 mm in diam-
eter) and slightly elongated injection sites (e.g., in Figure 7A).
These injections generated anterograde labeling in nuclei that
are known to be targeted by VCN projecting neurons (Cant and
Gaston, 1982; Friauf and Ostwald, 1988; Doucet and Ryugo, 1997,
2003; Cant and Benson, 2003). Thus, we observed a thin band
of axons and swellings in the ipsilateral lateral superior olive
(Figure 7A2) as well as BDA-labeled terminals in the contralat-
eral medial nucleus of the TB (Figure 7B), the contralateral DCN
(Figure 7C), and the contralateral anteroventral cochlear nucleus
(Figure 7D2). In the reticular pontine formation, we found BDA-
labeled fibers that passed in close proximity to giant PnC neu-
rons, but without giving off any terminal fields (Figure 7D1).
In sum, these track-tracing experiments suggest that other areas
of the cochlear nucleus complex are not likely to innervate PnC
neurons.

THE ACOUSTIC STARTLE REFLEX IN RATS WITH MONAURAL
SOUND-DEPRIVATION
Our electrophysiological and morphological studies indicated the
existence of a binaural summation process in the neuronal activ-
ity of PnC neurons that receive acoustic inputs from CRNs. To
determine whether these results are consistent with the binaural
summation of the behavioral response, we investigated the ASR
in rats prior to and following monaural earplugging. By plugging
the sound reaching from one ear, the acoustic inputs to the CRNs
in the right was reduced, and hence affected the bilateral afferent
processing within the ASR pathway. Changes of the ASR ampli-
tude for each intensity of the stimulus (noise bursts of 95, 105, and
115 dB SPL) are shown in Figure 8A and Supplemental Figure 6.
In general, an increase of the acoustic stimulus intensity resulted
in a proportional increase of the ASR amplitude. As compared to
controls animals, we observed that the ASR amplitude was sig-
nificantly lower in monaural earplugged rats [F(1,12)= 6.32; p =
0.04]. A similar reduction was found when compared the exper-
imental group prior to and following monaural earplugging,
showing significant differences in the tested range of stimulus
intensity [F(5,6) = 8.45; p = 0.008]. On the contrary, there were
no significant differences in ASR amplitude between control and
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FIGURE 6 | BDA injections in the dorsal cochlear nucleus (DCN) do not

generate labeled terminals on giant neurons of the caudal pontine

reticular nucleus (PnC). (A) Micrograph of a Nissl-stained coronal section
shows a BDA injection site (IS) in the DCN. (B–E) Micrographs of the
contralateral DCN (B), the contralateral ventral cochlear nucleus (VCN; C), the
contralateral inferior colliculus (IC; D) and the contralateral medial geniculate
body (MG; E) show anterograde labeling after the BDA injection shown in (A).
(B1–E1) Higher magnification corresponding to the frames in (B–E)

respectively, shows details of BDA-labeled terminals in those nuclei. (F)

Nissl-stained section of the contralateral PnC shows axons labeled with BDA
crossing the pontine reticular formation (see higher magnification in F1). The
F1 inset (position denoted by an arrowhead) shows the absence of labeled
terminals on a giant PnC neuron. (G) High magnification micrographs show
representative examples of thick and thin BDA-labeled axons (denoted by
arrows and arrowheads, respectively) crossing the caudal pontine reticular
formation. Notice that DCN projecting axons do not give off endings onto
Nissl-stained PnC neurons. Scale bars = 500 μm in A and B; 50 μm in B1,
C1, D1, E1, and G; 1 mm in C–F; 200 μm in F1; 25 μm in the F1 inset.

pre-earplugged animals (Figure 8A). We also found no signifi-
cant differences in ASR latency between normal hearing (control
and pre-earplugged animals) and monaural earplugged condi-
tions at all stimulus intensities tested (Supplemental Figure 6).
As a histological control, c-Fos immunoreactivity in the IC was
assessed to check the efficiency of the monaural earplugging
(Figures 8B–E). In the contralateral plugged side, the number of
c-Fos immunolabeled neurons was significantly less in earplugged
rats than in controls (p < 00.5), whereas a similar number of neu-
rons were observed in the ipsilateral side (Figure 8B). When the

ipsi- and contralateral sides to the earplugging were compared,
the contralateral side showed a comparative largest decrease in
c-Fos immunolabeling (Figures 8C–E). This indicates that the
earplug attenuated the sound from reaching the right ear, and
hence, reduced the neuronal activity of the contralateral auditory
pathway including the left IC (Figures 8C–E). In sum, we showed
that the ASR amplitude was higher when the acoustic startling
stimulus was processed binaurally than when it was processed
monaurally, indicating that there is a strong summation for ASR.
Comparing the electrophysiological and behavioral experiments,
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FIGURE 7 | BDA injections in the ventral cochlear nucleus (VCN) do not

generate labeled terminals on giant neurons of the caudal pontine

reticular nucleus (PnC). (A) Micrograph of a Nissl-stained coronal section
shows a case with BDA injections in the VCN. (A1) A higher magnification
(corresponding to the white frame in A) shows a labeled VCN projection
neuron (arrow) in the proximity of the BDA injection sites (IS). (A2)

Nissl-stained section of the ipsilateral lateral superior olive (LSO),
corresponding to the black frame in (A), shows the characteristic projection
pattern of VCN neurons. The inset in (A2) (position denoted with an
arrowhead) illustrates a higher magnification of BDA-labeled terminals in the
LSO. (B,C) Micrographs of the contralateral medial nucleus of the trapezoid
body (MNTB; B) and the contralateral dorsal cochlear nucleus (DCN; C) show
anterograde labeling after the BDA injections shown in (A). (B1–C1) Higher

magnification of BDA-labeled terminals corresponding to the frame in (B,C),
respectively. The inset in (C1) (position denoted with an arrowhead)
illustrates a higher magnification of BDA-labeled terminals on a Nissl-stained
DCN neuron. (D) Micrograph of a Nissl-stained section containing the
contralateral PnC and the anteroventral cochlear nucleus (AVCN). (D1) High
magnification (corresponding to the black frame in D) shows the absence of
labeled terminals on PnC neurons (asterisk). Note that labeled fibers (arrow)
do not give off terminals. (D2) High magnification (corresponding to the white
frame in D) shows anterograde labeling in the contralateral AVCN. The inset in
(D2) (position denoted with an arrowhead) illustrates details of BDA-labeled
terminals on Nissl-stained AVCN neurons. SOC, superior olivary complex.
Scale bars = 1 mm in A, C, and D; 50 μm in A1, C1, D1, and D2; 200 μm in
A2; 10 μm in A2 inset; 500 μm in B; 25 μm in B1 and insets of C1 and D2.

we found that the reduction of PnC neurons’ responses after
monaural acoustic stimulation is consistent with the reduction
in the ASR amplitude following the monaural sound-deprivation
(for comparisons see Figures 5D, 8A).

DISCUSSION
In this study, we showed key morphofunctional aspects of the
ASR primary neuronal circuit. In the first central relay station,
we found that dendrites and cell bodies of CRNs receive selec-
tive inputs from specific regions of the cochlea. We also verified
that these cochlear nerve inputs are immunopositive for VGLUT1
as occurs in other areas of the cochlear nucleus complex (Zhou
et al., 2007; Gómez-Nieto and Rubio, 2009). In the second cen-
tral relay station, we demonstrated that the short-latency acoustic
inputs to PnC neurons are provided mainly, if not exclusively, by
CRNs. Our electrophysiological results indicated that there is a
strong binaural summation in the neuronal activity of PnC neu-
rons which can be linked to the bilateral projections from the
cochlear root nucleus to the PnC (López et al., 1999; Nodal and
López, 2003). Finally and accordingly with our electrophysiologi-
cal findings, we showed that the overall response of the behavioral

paradigm is higher when the acoustic startling stimulus is pro-
cessed binaurally than when processed monaurally. Our study
clearly supports that the functional connections of the cochlear
root nucleus with PnC constitutes the neuronal bases underlying
the rapid short-latency and binaural summation of the ASR.

TONOTOPIC-SPECIFIC DISTRIBUTION THROUGH THE CELL BODY AND
DENDRITES OF CRNs
Alerting and escape behaviors have high dependence on the fre-
quency of sounds, which are of great importance in the life of
rodents. For example, rats emit ultrasounds in the frequency
range between 18 and 30 kHz in response to a threatening stim-
ulus (predator exposure), and hence, serve as alarm calls to
specifically warn other individuals (Cuomo and Cagiano, 1987;
Blanchard et al., 1991). CRNs provide acoustic information to
a wide variety of non-auditory nuclei involved in the startle
reflex, orientation of head and ears toward a novel sound, vocal-
ization, emotional information, and escape (López et al., 1999;
Nodal and López, 2003; Horta-Júnior et al., 2008). Since these
sensory events and escape behaviors are initially mediated by
CRNs (Lee et al., 1996; López et al., 1999), it is likely that
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FIGURE 8 | The acoustic startle reflex (ASR) in rats with monaural

sound-deprivation. (A) Amplitude-intensity function of the ASR in
response to noise bursts shows differences between the control (n = 6)
and the experimental group (n = 6), before and following monaural
earplugging. Notice that ASR amplitude was significantly higher in control
and pre-earplugging rats than earplugged animals at all intensities tested
(95, 105, and 115 dB SPL). Data is expressed in mean values and error bars
represent standard deviation (SEM), ∗p < 0.05 [control vs. monaural
earplugged animals, F(1,12) = 6.32; p = 0.04; experimental group,
pre-earplugging vs. monaural earplugging, F(5, 6) = 8.45, p = 0.008]. The
source of variability is the number of animals and trials. (B) Histogram
shows the number of c-Fos immunopositive neurons per mm2 in the
inferior colliculus (IC) of control and monaural earplugged animals. Notice
that the contralateral plugged side (left IC) contains significantly less
neurons than the left IC of control animals. However, the right IC of control
and monaural earplugged animals showed no significant differences (ns).
Bars represent mean values and SEM, ∗p < 0.05. The variability observed
in the stereological study comes from sampling one section containing the
left and right IC in each one of the 12 animals used in the behavioral
experiments. C, Low magnification micrograph shows c-Fos
immunoreactivity in the IC of a monaural earplugged animal. (D,E) High
magnification micrographs corresponding to the frames in (C) show c-Fos
immunolabeling in the contralateral (D, left IC) and ipsilateral plugged side
(E, right IC). Note the number of c-Fos immunolabeled neurons is
considerable less in the contralateral than the ipsilateral plugged side. Scale
bars = 1 mm in C; 50 μm in D and E.

CRNs receive selective inputs from specific regions of the cochlea.
Our HRP injections in apical and basal coils of the cochlea
indicated that the cell body and dendrites of CRNs are prefer-
entially innervated by different portions of the cochlea. Fibers
from basal, high frequency parts of the cochlea, terminated pref-
erentially on the cell body whereas those from more apical, low
frequency parts of the cochlea, mainly terminated on dendrites.

These qualitative observations are in agreement with Osen et al.
(1991) studies, which showed that the base of the cochlea is
the source of most primary inputs to CRNs somata. Our study
further demonstrated that dendrites of CRNs, which are quite
extensive, are highly innervated by cochlear nerve inputs. The
technical challenge of labeling dendrites of CRNs while ana-
lyzing the primary afferents might explain why this result was
not shown in our previous reports (Merchán et al., 1988; Osen
et al., 1991; López et al., 1993). In the present study, the exper-
imental approach designed by Gómez-Nieto and Rubio (2009)
combining two neuronal tracers, D-FICT in the TB and DiI in
the cochlear nerve root, allowed us to confirm that CRNs den-
drites also receive cochlear nerve inputs. The frequency-specific
distribution described in our study provides an explanation for
the frequency tuning curves observed in extracellular recordings
of CRNs (Sinex et al., 2001; Gómez-Nieto et al., 2013). Thus,
our results showed that CRNs somata and primary dendrites
receive massive high-frequency inputs that might be responsi-
ble for the high characteristic frequency of CRNs (∼30 kHz).
Since the basal regions of the cochlea have also the shortest
latencies, these might provide a specialization to minimize the
response latency in CRNs (Sinex et al., 2001). Furthermore, it
is interesting to point out that CRNs responded to a frequency
range from 1.5 to 40 kHz that is nearly the entire audiogram of
the rat (Kelly and Masterton, 1977; Sinex et al., 2001), which
is in line with our observations showing high and mostly low
frequency inputs on CRNs dendrites. Our data together with
the fact that the synaptic strength becomes larger as one moves
along the dendrite (Spruston, 2000; London and Segev, 2001)
suggest that CRNs, which are high frequency specialized neu-
rons, might also integrate a wide range of frequencies in their
dendrites.

RAPID GLUTAMATERGIC TRANSMISSION IN THE COCHLEAR ROOT
NUCLEUS
The ASR behavioral paradigm is defined by its rapid and short
latency reflex actions (Szabo, 1964; Hoffman and Ison, 1980). For
that, CRNs have specific morphological, physiological and neuro-
chemical properties that provide them the capacity of mediating
fast and secure neurotransmission of short-latency auditory cues
(López et al., 1993, 1999; Sinex et al., 2001). An important out-
come of our study was to demonstrate that cochlear nerve inputs
on CRNs colabeled with VGLUT1. This result together with the
fact that VGLUT1 terminals massively covered CRNs on the z
axis (Gómez-Nieto et al., 2008b; see also our results) indicates
that auditory nerve terminals on CRNs are far more numerous
than reported in previous studies (Merchán et al., 1988). Since
cochlear nerve fibers use glutamate as neurotransmitter (Hackney
et al., 1996; Rubio and Juiz, 2004; Rubio, 2006), VGLUT1 might
contribute to the synaptic efficacy by regulation of vesicle cycling
and filling (Wilson et al., 2005). Furthermore, the relatively low
affinity for their substrate allows the VGLUT1 to transport large
amounts of glutamate more rapidly (Bergles and Edwards, 2008).
Thus, our results showed that CRNs somata and dendrites are
fully covered by VGLUT1-cochlear nerve terminals which pro-
vide a great speed on synaptic signaling in the first component
of the ASR circuit. This VGLUT1-cochlear nerve colabeling has
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been also found on bushy cells of the VCN (Gómez-Nieto and
Rubio, 2009), a neuronal type that encodes features of the acous-
tic waveform and conveys precise temporal information to upper
auditory structures (Friauf and Ostwald, 1988; Cant and Benson,
2003). VGLUT1 terminals on CRNs (ASR pathway) and bushy
cells (auditory pathway) exhibit an altered morphology in mice
with targeted deletion of the gene coding for the auxiliary subunit
α2δ3 of voltage-gated calcium channels (Pirone et al., 2014). Both
neuronal types express the α2δ3 subunit and its lack lead to neu-
ronal deficits in the auditory and the ASR pathway, including the
inability to discriminate temporal dimensions of sounds (Pirone
et al., 2014). Thus, CRNs might provide fast acoustic informa-
tion with accurate temporal precision to the ASR pathway just as
bushy cells do for the ascending auditory pathway. This idea is in
line with our findings that support the CRNs-PnC projection as
the neuronal pathway underlying the binaural summation of the
ASR (discussed below).

ORIGIN OF SHORT-LATENCY ACOUSTIC INPUTS TO PnC NEURONS
A conclusive demonstration that one nucleus is not innervated
by another is difficult to accomplish in any region of the cen-
tral nervous system. This became more difficult if that nucleus,
as occurs in PnC, receives a large number of inputs and con-
tains numerous crossing fibers. Bearing this argument in mind,
our study provided evidence that supports the CRNs as the solely
source of short-latency acoustic inputs to giant PnC neurons. Our
electrophysiological experiments with subsequent neuronal trac-
ing showed retrogradely labeled CRNs after recording acoustically
driven PnC neurons. This result is consistent with our previ-
ous reports that demonstrated the projections from the cochlear
root nucleus to PnC neurons (López et al., 1999; Nodal and
López, 2003). In addition, our BDA injections in PnC also gen-
erated very few retrogradely labeled neurons in the DCN and
VCN, which in principle suggests that other areas of cochlear
nucleus complex might provide short-latency acoustic inputs to
PnC as proposed by other studies (Davis et al., 1982; Kandler
and Herbert, 1991; Lingenhöhl and Friauf, 1994; Meloni and
Davis, 1998). Lingenhöhl and Friauf (1994) reported retrogradely
labeled somata in DCN and VCN after injecting a pure retrograde
trace (FluoroGold) in PnC. By contrast, our restricted BDA injec-
tions into the DCN and VCN were unable to demonstrate the
connection of these two areas with giant PnC neurons. Although
we filled a great number of DCN and VCN projecting neurons,
as shown by the labeled terminal fields in many nuclei known to
receive innervations from the DCN and VCN (reviewed in Cant
and Benson, 2003), we did not find any terminal fields on PnC
neurons. A possible explanation for these contradictory results
is that DCN and VCN neurons were retrogradely labeled after
tracer injections in PnC as a consequence of the tracer uptake
by fibers of passage rather than by terminals on PnC neurons.
This idea seems to be consistent with previous studies report-
ing that DCN and VCN projections to PnC were very weak, and
not as dense as those from the cochlear root nucleus (Friauf and
Ostwald, 1988; Kandler and Herbert, 1991; Meloni and Davis,
1998). In accordance with this morphological data, behavioral
studies showed that chemical lesions of CRNs drastically reduced
the startle response at all intensities (Lee et al., 1996), whereas

electrolytic lesions of the DCN did not (Davis et al., 1982; Meloni
and Davis, 1998). Meloni and Davis (1998) found that elec-
trolytic lesions of the DCN lead to a significant reduction in ASR
amplitude at 110 and 115 dB SPL startle-eliciting intensities and
normal responses on all other intensities. Interestingly, one find-
ing of our BDA injections in DCN was that some auditory nerve
terminals on CRNs and DCN neurons arise from the same par-
ent auditory nerve fiber. According to this, electrolytic lesions
of the DCN might damage auditory nerve terminals on CRNs,
and might reduce the ASR amplitude at high intensities. It is
well established that auditory nerve fibers that reach the dorsal
part of the cochlear nucleus complex originated from the basal
coils (high-frequency) of the cochlea (Saint Marie et al., 1999).
Thus, our BDA injections in the dorsal part of the DCN gener-
ated retrograde labeled terminals on the cell body of CRNs in a
similar pattern than that observed in our HRP injections in the
basal coil of the cochlea. This result verifies the tonotopic-specific
distribution through the cell body and dendrites of CRNs and
suggests that both CRNs and DCN neurons receive similar acous-
tic information. DCN projects to the IC (Beyerl, 1978; Oliver and
Shneiderman, 1991; Oliver et al., 1999; Cant and Benson, 2003),
which is known to participate in the modulation of the ASR
(Leitner and Cohen, 1985; Fendt et al., 2001; Yeomans et al., 2006;
Gómez-Nieto et al., 2008a, 2013). It is, therefore, likely that DCN
might provide acoustic information to ASR modulation pathways
rather than being necessary for the initiation and elicitation of
the ASR.

NEURONAL BASES UNDERLYING BINAURAL SUMMATION OF THE
ACOUSTIC STARTLE REFLEX
Our electrophysiological data showed that PnC neurons, which
are innervated by CRNs, responded with very short spike latencies
to noise bursts. The fact that sounds that contain every frequency
activate PnC neurons is consistent with our hypothesis that fre-
quency integration occurs in CRNs dendrites, and implies that
CRNs provide precise and rapid acoustic information to PnC
neurons. Our previous studies reported that CRNs have thick
myelinated axons and contain calcium binding proteins that con-
fer to the cochlear root nucleus the necessary specializations for
sending fast electric signals to PnC (López et al., 1993, 1999).
Accordingly, more recent studies have demonstrated that proteins
such as the potassium channel subunit Kv1.1 and the transcrip-
tion factor Math5-lacZ are highly expressed in CRNs (Oertel
et al., 2008; Saul et al., 2008). These proteins have been found
to participate in fast neurotransmission, temporal synchrony, and
processing of binaural information (Saul et al., 2008; Allen and
Ison, 2012). Consistently with the molecular specializations of
CRNs, an important conclusion that we draw from our elec-
trophysiological experiments is that the CRNs-PnC projections
determine the binaural summation of the ASR. This phenomenon
of binaural summation provides that the startling stimulus pre-
sented to both ears is perceived as more intense than if it were
presented in monaural mode. Therefore, there is strong binau-
ral summation for startle, with a preference for acoustic stimuli
delivered near the midline to activate both ears simultaneously
(reviewed in Yeomans et al., 2002). Accordingly, we showed that
the binaural evoked responses of PnC neurons were almost the
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sum of those evoked monaurally. The fact that the bilateral CRNs-
PnC projections have a clear contralateral predominance (López
et al., 1999; Nodal and López, 2003) might explain our result
showing higher PnC neurons’ responses evoked with contralateral
than ipsilateral acoustic stimulations. Our electrophysiological
analysis also revealed that PnC neurons’ responses increased as
the contralateral stimulus intensity increases, a result which is in
line with our behavioral data and the contralateral predominance
of the CRNs-PnC pathway. Wagner et al. (2000) suggested that
the superior olivary complex, which is involved in binaural pro-
cessing, is necessary for the full expression of the ASR. However,
the possibility that neuronal circuits beyond the cochlear nucleus
complex contribute to the binaural summation of the ASR seems
very limited. The ASR mediated via the superior olivary com-
plex involves too many synapses to accomplish the short latency
of the ASR, and this led us to restrict the binaural summation
to the CRNs-PnC pathway. In accordance with two reports in
rats (Lingenhöhl and Friauf, 1994) and cats (Walberg, 1974), our
study suggests the existence of reciprocal connections between
the left and right PnC, which need to be accounted for the final
evoked response of PnC neurons. Further research is required
to learn more about these crossed reticulo-reticular connec-
tions and their possible functional role in the ASR. It is also
relevant to note that our electrophysiological results were con-
sistent with our behavioral experiments showing that the ASR
amplitude was higher when the acoustic startling stimulus was
processed binaurally than when it was processed monaurally. We
came to this conclusion comparing the behavioral response of
the control animals with that of monaural earplugged animals.
Therefore, it was essential in this experimental design to ver-
ify the effectiveness of the earplugging. Since c-Fos protein has
been widely used as a marker of early neuronal activation (Sagar
et al., 1988; Dragunow and Faull, 1989; Murphy and Feldon,
2001), we quantified the c-Fos immunolabeling in the IC. The
IC was selected for c-Fos quantification because it is an oblig-
atory relay center for most ascending auditory tracts (Beyerl,
1978; Oliver and Shneiderman, 1991) and plays an important
role in the prepulse inhibition of the ASR (Leitner and Cohen,
1985; Fendt et al., 2001; Li and Yue, 2002; Yeomans et al., 2006;
Gómez-Nieto et al., 2008a, 2013). Our results showed that the
number of c-Fos immunolabeled neurons in the contralateral
IC was drastically reduced by the earplugging. This reduction
was not found in the ipsilateral side to the earplugging because
the IC receives auditory inputs from the contralateral cochlear
nucleus (Beyerl, 1978; Oliver and Shneiderman, 1991). Since
monaural conductive hearing loss reduces auditory nerve activity
and affects sound processing along the central auditory pathway
(Potash and Kelly, 1980), the reduction of c-Fos immunoreac-
tivity in the IC indicates that bilateral afferent processing within
the ASR pathway was affected by the earplugging. As expected by
Davis and Wagner (1969) report, we found that the ASR ampli-
tude increased with increasing stimulus intensity in control and
pre-earplugged animals. In contrast, earplugged animals showed
much less ASR amplitude, suggesting that the binaural ASR path-
way is required to elicit a full startling response. Our study
suggests the CRNs-PnC pathway as an anatomical and physiolog-
ical specialization that determines the binaural summation of the

ASR. Since CRNs also projects to non-auditory nuclei involved
in other startling reflex modalities (López et al., 1999; Horta-
Júnior et al., 2008), it is reasonable to propose that the CRNs
projections might also participate in cross-modal summation of
the ASR (Yeomans et al., 2002). In conclusion, our study con-
solidates the CRNs as the “early warning system” responsible for
the execution and propagation of bilateral acoustic startling sig-
nals at very short latencies, and that is what defines the ASR in
itself.
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Supplemental Figure 1 | Distribution of VGLUT1-immunolabeled endings

in the cochlear root nucleus. (A) Epi-fluorescence micrograph of a coronal

section shows VGLUT1-immunolabeled endings (Cy3 fluorochrome) in the

cochlear root nucleus. (B–E) Epi-fluorescence micrographs of the boxed

areas in (A) show distribution of VGLUT1-immunolabeled endings from

dorsal to ventral regions of the cochlear root nucleus. Note that numerous

VGLUT1-immunolabeled endings decorate unlabeled cell bodies (arrows)

and dendrites (arrowheads) of cochlear root neurons (CRNs). TB, trapezoid

body. Scale bars = 200 μm in A; 25 μm in B–E.

Supplemental Figure 2 | BDA injections in the caudal pontine reticular

nucleus (PnC) generate anterograde and retrograde labeling in the

contralateral PnC. (A) Low magnification micrograph of a coronal section

of the brainstem shows a representative case with BDA injection sites (IS)

in the right PnC. The tracer was injected after recording of acoustically

driven PnC neurons. Notice numerous BDA-labeled axons (arrowheads)

crossing the midline toward the contralateral PnC. Also, thick axons of

cochlear root neurons (position denoted with an arrow) were retrogradely

labeled with BDA in the trapezoid body (TB). (B) Higher magnification

corresponding to the frame in (A) shows details of BDA-labeled terminals

onto retrogradely labeled giant PnC neurons (arrows). Scale bars = 1 mm

in A; 200 μm in B.

Supplemental Figure 3 | Reciprocal connections between the left and right

caudal pontine reticular nuclei (PnC). (A) Micrograph of a Nissl-stained

coronal section shows a BDA injection site (IS) in the right PnC. The tracer

was injected after recording of acoustically driven PnC neurons.

Arrowheads indicate crossed reticulo-reticular projections labeled with

BDA. Also, thick axons of cochlear root neurons (position denoted with an

arrow) were retrogradely labeled with BDA in the trapezoid body (TB).

(B,C) Higher magnification corresponding to the frames in (A) shows

details of BDA-labeled terminals (arrowheads) onto Nissl-stained giant

PnC neurons. Notice a PnC neuron retrogradely labeled by BDA (asterisk

in C). Scale bars = 1 mm in A; 25 μm in B and C.
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Supplemental Figure 4 | Retrograde labeling in the coclear nucleus

complex after BDA injections in the acoustically driven area of the caudal

pontine reticular nucleus (PnC). (A) High magnification micrograph shows

a coronal section of the contralateral dorsal cochlear nucleus (DCN) in

which a BDA-retrogradely labeled neuron (arrow) was found after the

injection site shown in Supplemental Figure 2A. (B) High magnification

micrograph shows a BDA-retrogradely labeled neuron (arrow) in the

contralateral ventral cochlear nucleus (VCN). (C) Quantitative distribution

of retrogradely labeled neurons in the cochlear nucleus complex after BDA

injections in the acoustically driven area of PnC. The table shows the

retrograde labeling obtained in the seven cases used in the

electrophysiological experiments. Notice that the number of retrogradely

labeled neurons in the DCN and VCN is considerably less than those

labeled in the cochlear root nucleus. Scale bar = 200 μm in A and B.

Supplemental Figure 5 | BDA injections in the dorsal cochlear nucleus

(DCN) generate retrogradely labeled terminals on the cell body of cochlear

root neurons (CRNs). (A) Nissl-stained coronal section of the cochlear root

nucleus shows retrogradely labeled fibers after the BDA injections shown

in Figure 6A. (B) Higher magnification corresponding to the frame in A

shows details of BDA-labeled terminals (arrowheads) on CRNs somata.

Notice that the morphology and distribution of these BDA-labeled

terminals resemble those of the cochlear nerve after HRP injections in the

basal coil of the cochlea (see Figures 2A1–A4). VCN, ventral cochlear

nucleus. Scale bars = 400 μm in A; 50 μm in B.

Supplemental Figure 6 | ASR amplitude, ASR latency and weight in rats

prior to and following monaural earplugging. (A) Histograms show the

ASR amplitude in response to noise burst of 95, 105, and 115 dB SPL in

rats before and following 4 days of monaural earplugging. Notice that ASR

amplitude was significantly higher in normal hearing than following

monaural earplugging at all intensities tested (95, 105, and 115 dB SPL).

Data is expressed in mean values and error bars represent standard

deviation (SEM), ∗p < 0.05 [experimental group, pre-earplugging vs.

monaural earplugging, F(5,6)= 8.45, p = 0.008]. (B) Data-set tables display

the ASR amplitude (mean values of Vmax within the testing session), ASR

latency (mean values of Tmax within the testing session) and weight of

each animal in normal hearing conditions (pre-earplugging) and following

monaural earplugging. There were no significant differences in the ASR

latency between the normal hearing and earplugged conditions for all

stimulus intensities tested. Notice the animals maintained their weight

steady throughout the behavioral experiment.
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 Abstract 
  Aims:  The study explores how speech measures may be linked to language profiles in par-
ticipants with Alzheimer’s disease (AD) and how these profiles could distinguish AD from 
changes associated with normal aging.  Methods:  We analysed simple sentences spoken by 
older adults with and without AD. Spectrographic analysis of temporal and acoustic charac-
teristics was carried out using the Praat software.  Results:  We found that measures of speech, 
such as variations in the percentage of voice breaks, number of periods of voice, number of 
voice breaks, shimmer (amplitude perturbation quotient), and noise-to-harmonics ratio, char-
acterise people with AD with an accuracy of 84.8%.  Discussion:  These measures offer a sen-
sitive method of assessing spontaneous speech output in AD, and they discriminate well be-
tween people with AD and healthy older adults. This method of evaluation is a promising tool 
for AD diagnosis and prognosis, and it could be used as a dependent measure in clinical trials. 

 © 2014 S. Karger AG, Basel 

 As early as 1907, Aloysius Alzheimer clinically described the patients with Alzheimer’s 
disease (AD) as presenting with paraphasia, pauses in speech, and impairments in compre-
hension, in reading as well as in writing  [1] . Indeed, he established that memory impairments 
in persons with AD were quantitatively different from those in other forms of pathological 
aging; in contrast, language impairments were qualitatively different, but still clearly charac-
terised the disease  [2] . Previously, language deficits were frequently noted in the lexico-
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Zusammenfassung
Hintergrund: Klinischem Handeln ist implizit, dass die 
große Mehrzahl an risikoreichen und gleichzeitig prog-
noserelevanten Handlungen am Patienten nicht durch 
Einzelne erfolgt, sondern die Resultate einer Teamleis-
tung (bisweilen ad hoc) sind. Methode: Publizierte For-
schungsergebnisse zeigen nachvollziehbare Befunde, 
welche die Ursachen von Fehlermechanismen und -ket-
ten darstellen und die Wirksamkeit von TRM(Team Re-
source Management)-Trainingsformaten belegen. Er-

gebnisse: Die Analyse der Literaturbefunde seit 2003 
zeigt deutlich, dass die Ursache von prognose- oder zwi-
schenfallrelevanten Fehlerketten in der klinischen Medi-
zin zu mehr als 70% den Anwendern zuzuordnen ist. Die 
Implementierung und kontinuierliche Weiterentwick-
lung der Patientensicherheit im Bereich der Human Fac-
tors und die Anwendung der TRM-Leitsätze erfordert als 
Basis eine gute und breit akzeptierte Sicherheitskultur. 
Schlussfolgerungen: Initiativmaßnahmen wie regelmä-
ßige realitätsnahe Simulationsteamtrainings, TRM-For-
mate und gut etablierte nichtpunitive Incident-Re-
porting-Systeme können hierbei effektiv zu einer steti-
gen und messbaren Verbesserung der Sicherheitskultur 
beitragen.

Keywords
Team Resource Management, TRM · Patient safety · 
Risk management · OR · Endoscopy · Safety culture

Summary
Team Resource Management in Surgery and Endoscopy
Background: In the field of acute medicine, the vast ma-
jority of riskful and prognosis-relevant procedures are 
not performed by individuals but rather by (ad hoc) 
teams. Method: Findings in scientific papers impres-
sively show the causes of medical mishaps and severe 
errors as well as the lasting effectiveness of training in 
team resource formats (Team Resource Management, 
TRM) in order to combat these chains of errors in acute 
medicine. Results: The analysis of the literature since 
2003 and the numerous findings regarding the research 
of medical errors show that more than 70% of the severe 
and prognosis-relevant mishaps and complications can 
be assigned to the medical providers themselves. The 
implementation and continuous advancement of patient 
safety in the field of human factors as well as the appli-
cation of TRM-related principles requires a sound and 
widely accepted safety culture as a basis. Conclusions: 
TRM training measures and non-punitive critical incident 
reporting systems effectively contribute to an increasing 
and measurable improvement of the safety culture in 
acute medicine.
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semantic and pragmatic domains of language  [3] , while the articulatory, phonological and 
syntactic aspects of language production were often reported to be relatively well preserved 
until the severe stages of AD  [4] .

  However, the likelihood that alterations occur in spontaneous language production has 
been highlighted by a classic study indicating reductions in semantic skills and sophistication 
of vocabulary in Iris Murdoch’s last novel, published a year before her diagnosis of AD  [5] . 
Clinical studies typically adopted a profile of early speech symptomatology in AD  [6] : a lack 
of initiative, slowness, articulatory apraxias, excessive length of phrases and sentences, para-
phasia, anomic aphasia, lack of informative content due to the use of vague and imprecise 
phrasing, low melodic level, and low rhythm. In recent years, more in-depth studies have 
been carried out of the speech disorders associated with the evolution of AD  [7, 8] . Kemper 
et al.  [9]  claimed that AD is often the most common cause of logopenic progressive aphasia, 
which is characterised by a reduced or fluctuating rate of language output, phonological 
errors, and frequent word-finding pauses. The patients are still able to produce speech, but 
their speech rate may be significantly slowed down due to word retrieval difficulty. Logo-
penic progressive aphasia mostly occurs in the early stages of AD, especially in cases of early-
onset AD and AD with a more rapid progression in patients with a family history of dementia 
 [10, 11] .

  Some experimental studies have examined spontaneous speech in free conversations 
recorded from patients with AD to appraise their conversational speech. In mild AD, phono-
logical and articulatory impairments and phonological paraphasias have been found  [12] , as 
well as slow speech  [13] ; the ratio between perseverative and anticipatory speech errors 
(anticipatory proportion) was significantly lower  [14] , more empty language and shorter 
conversational turns were observed  [15] , as well as higher hesitation ratios  [16] , and more 
phonological errors  [17] . Tosto et al.  [18]  found prosodic impairment in AD: features of 
speech such as emphasis placed on certain syllables, changes in tempo or timing, and differ-
ences in pitch and intonation. In short, if the impairments in speech in individuals with AD 
differ qualitatively from those caused by normal aging or other pathologies, such impair-
ments may be thought to serve as objective, early, subtle, clear and isolated symptoms for the 
early diagnosis of AD  [19] .

  Speech processing techniques are often applied to assist in extracting information from 
unstructured speech. They are methods for automatically measuring speech characteristics 
and examine the utility of these measures for discriminating between clinically defined 
groups  [20] . Some studies have examined spoken language samples recorded from patients 
with AD and mild cognitive impairment. Subtle speech alterations were revealed in a recent 
study indicating the difficulties in expression (e.g. percentage of voiceless segments) shown 
by patients with AD in the early stages of the disease  [21, 22]  and the difficulties in speech 
duration (e.g. mean duration of pauses, standardized phonation time, and verbal rate) 
observed in patients with mild cognitive impairment  [23] .

  As we have seen, the most prominent speech characteristics affected by early AD are 
those related to prosody, temporal and acoustic measures, which includes the alterations in 
rhythm (reduced or fluctuating rate of language output, frequent word-finding pauses, a lack 
of initiative, and slowness), loudness, phonological errors, and articulatory apraxias  [24] . 
These characteristic alterations could be detected by analysis of temporal and primary 
acoustic parameters: for example, temporal aspects of the speech sample and interruption of 
sound for alterations in rhythm; analysis of the fundamental frequency (F 0 ), periods of voice, 
and fluctuation in frequency for slowness, phonological errors and articulatory apraxias, and 
fluctuation in amplitude for loudness. In this study, our objectives were to identify the speech 
parameters in AD, to analyse the difficulties in expression shown by patients with AD in the 
early stages of the disease, and to study the speech profile of patients with AD.
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  Our first specific aim was to take a direct and objective measure of the speech of indi-
viduals through temporal and acoustic analysis. Our hypothesis was that there are qualitative 
differences between the expressive language of patients with AD and that of other elderly 
persons with regard to prosody, voice quality, pitch, articulation, intensity, and the stability 
of voice. These differences would allow us to obtain a profile for AD that would enable the 
differential diagnosis of AD with respect to individuals without this pathology  [25, 26] . We 
thus analysed the role of specific temporal and acoustic measures as potential early markers 
for the onset, progression, and severity of AD. With this goal in mind, specific sentences 
spoken by patients with mild AD were recorded and compared to those spoken by elderly 
individuals without pathology. We analysed the intensity, fundamental frequency, and the 
temporal structure of this speech in its suprasegmental aspects. With these findings, we 
performed a discriminant analysis to classify participants into AD or control groups.

  Methods 

 Participants 
 We collected audio recordings from 66 participants (in two groups, a normal control group and an AD 

group) aged over 60 years, with no history of drug or alcohol abuse, no symptoms of depression (Beck 
Depression Inventory score <10) and no co-existing degenerative neurological disease or hearing impairment 
that could affect speech and voice production. The AD group (n = 30; mean age = 78.66 years, SD = 9.38, range 
60–95; men = 32%, woman = 68%; mean years of formal education = 6.27, SD = 2,5, range 3–14) comprised 
patients from a National Reference Centre for Alzheimer Disease with a diagnosis of probable AD (NINCDS-
ADRDA) and with a score of 4 on Reisberg’s Global Deterioration Scale (patients show evidence of mild 
memory deficit during intensive clinical interview; MMSE corrected mean score = 18.07, SD = 3.86, range 
12–23). We excluded patients with a diagnosis of mixed dementia. The MMSE score in the AD group was 
heterogeneous, but was controlled by the clinical aspects assessed. Our patients were in the Program for 
Integral Cognitive Activation in Dementias at the National Reference Centre for Alzheimer Disease, and 
therefore maintained a communication system, the reading ability, and the ability to follow instructions. The 
participants were able to do the reading task. They invariably knew their own name and the name of their 
spouse and children, and they could still remember significant details about themselves and their family. 

  The normal control group participants were healthy elderly individuals (n = 36; mean age = 74.06 years, 
SD = 9.74, range 60–98; men = 20%, woman = 80%; mean years of formal education = 7.30, SD = 3.1, range 
4–14) recruited through education courses for the elderly at the university. They were fluent in language 
with no history of head injury, neurological disease, major affective or psychotic disorders, seizures, or 
substance abuse, and they were within normal limits on age- and education-matched cognitive tests (MMSE 
corrected mean score = 27.97, SD = 1.15, range 26–30). 

  Men and women were grouped by gender to conduct the analyses, but no significant differences were 
found between the two groups [χ 2 (1) = 1.247] with regard to age (t 64  = 1.923) or mean years of formal 
education (t 64  = –1.422). However, significant differences were observed between the two groups in MMSE 
mean score (t 64  = – 13.254; p < 0.001).

  Materials 
 Audio recordings were obtained using a professional Fostex FR-2 LE recording equipment, with 24-byte 

resolution, a sampling rate of 48 kHz, and an AKG D3700S cardioid microphone. The microphone was placed 
on a stand 8 cm from the participant at an angle of 45° to the patient’s mouth to decrease aerodynamic noise 
from the mouth. The sampling frequency rate and volume were controlled so that there was consistency 
among the participants. Acoustic parameters were evaluated with automated scripts written for the Praat 
software (version 5.1.42)  [27]  to extract estimates of the relevant acoustic measures from the recordings. 

  Procedure 
 All participants gave informed consent for the assessment in line with the ethical conventions of the 

institution. All subjects underwent a comprehensive neuropsychological assessment including measures of 
speech, the biographical information test, and the corrected MMSE. The speech task consisted of the partici-
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pants reading a series of familiar sentences presented on a screen, in 48-point font size and multiple lines to 
facilitate reading. The reading task should be easy because the participants already know the phrases to be 
read. They were asked to read the sentences appearing on the screen and to try to speak loudly and clearly. 
The acoustic analyses were done on the same segments for all of them: the participants were asked to read 
two well-known sentences in Spanish from  Don Quixote de la Mancha  by Miguel de Cervantes. They are the 
popular first sentences of the book: ‘In a village of La Mancha, the name of which I have no desire to call to 
mind, there lived not long since one of those gentlemen that keep a lance in the lance-rack, an old buckler, a 
lean hack, and a greyhound for coursing. An olla of rather more beef than mutton, a salad on most nights, 
scraps on Saturdays, lentils on Fridays, and a pigeon or so extra on Sundays, made away with three-quarters 
of his income’ (English translation of  Don Quixote  by John Ormsby, 1885). 

  Analyses focused on common acoustic measures of speech, including temporal aspects of the speech 
sample, pitch (F 0 ), volume (intensity), and voice quality. To characterise the temporal aspects of the speech 
sample, we computed the duration of the voice sample used (total duration of the paragraph from  Don 
Quixote,  the phonation time, and the reading and articulation speed), the interruption of sound (proportion 
and number of pauses of voice, percentage of the recording without voice, and number and percentage of 
voice breaks), and the periods of voice (number of pulses analysed as voice, and mean number of periods of 
voice). To characterise the pitch or fundamental frequency (F 0 ), we analysed the fundamental frequency 
(mean F 0 , maximum and minimum values of F 0 , high and low global pitch and autocorrelation measures), and 
fluctuations in the frequency of sound [ jitter  (short-term, cycle-to-cycle, perturbation in the fundamental 
frequency of the voice): local jitter, local absolute jitter, relative average perturbation jitter, and quotient 5 
jitter]. To characterise the fluctuations in the amplitude of sound, we computed the intensity (in dB) of voiced 
and unvoiced signals, and measures of phonatory stability [period perturbation  shimmer  (short-term, cycle-
to-cycle, perturbation in the amplitude of the voice): local shimmer, amplitude perturbation quotient (apq) 
3 shimmer, apq5 shimmer, and apq11 shimmer]. Finally, we computed measures of the speaker’s voice 
quality. Two spectral noise measures were calculated: the harmonics-to-noise ratio and the noise-to-
harmonics ratio.

  Data Analysis 
 The spectrographic measures used in this study were subjected to linear discriminant analysis by a step-

by-step procedure described elsewhere, using diagnosis (1 = AD; 2 = control) as the dependent variable. The 
stepwise statistical method of linear discriminant analysis enables a subject to be assigned to a previously 
classified group (criterion or dependent variable) according to the scores in different independent variables, 
which are then linearly combined via a ‘discriminant function’  [28] . The objective of this technique is to select 
from a set of independent variables those that best discriminate between the two groups of the dependent 
variable, thus satisfying the criterion of parsimony and obtaining the greatest diagnostic accuracy with the 
minimum number of variables. The procedure of including the variables in the equation also enables the 
calculation of the net contribution of each variable alone. A cross-validation by resubstitution (SPSS Inc., v18) 
 [29]  was also performed. 

  Results 

 Speech Analysis 
  Table 1  shows the speech parameters that were measured and the descriptive data. 

Linear discriminant analysis results make it possible to obtain a highly significant discrim-
inant function (percentage of variance explained = 100%; eigenvalue = 1.095, canonical 
correlation = 0.723; Wilks’ lambda = 0.477, χ 2  = 45.488, d.f. = 5, p < 0.001) containing 5 factors 
( table 2 ). The discriminant function, in standardised coefficients, took the following param-
eters into account: the total number of voice periods (SC = 0.874), breaks in voice [calculated 
both as a percentage of voice breaks (SC = 0.787) and voice break number (SC = –0.683)], 
fluctuation of the amplitude of sound as shimmer apq3 (SC = 1.381), and, finally, noise-to-
harmonics ratio (SC = –1.127).  Table 2  shows Wilks’ lambda and Fisher coefficients of the 
structure matrix for each variable. The non-standardised centroids for AD are 1.129 and for 
the control group –0.941.



331Dement Geriatr Cogn Disord 2014;37:327–334

 DOI: 10.1159/000356726 

 Meilán et al.: Speech in Alzheimer’s Disease: Can Temporal and Acoustic Parameters 
Discriminate Dementia? 

www.karger.com/dem
© 2014 S. Karger AG, Basel

Parameters Wilks’ lambda Structure matrix: 
function

Percentage of voice breaks
Number of periods
Number of voice breaks
Shimmer (apq3)
Noise-to-harmonics ratio

25.717**
17.940**
14.886**
13.162**
13.142**

0.654
0.471
0.330
0.131

–0.138

 ** p < 0.001.

Table 1.  Measured speech parameters and descriptive data

Group Parameters Control
(mean ± SD)

AD
(mean ± SD)

Temporal aspects of the speech sample Total duration, s
Phonation time, s
Speech rate, syllable/s
Articulation rate, syllable/s

44.39 ± 18.32
34.30 ± 13.21

3.59 ± 0.67
4.34 ± 0.43

82.19 ± 53.05
46.72 ± 19.86

2.55 ± 0.63
4.05 ± 0.43

Analysis of fundamental frequency (F0) Mean F0, Hz
Minimum F0, Hz
Maximum F0, Hz
Autocorrelation, Hz 
High global pitch, Hz
Low global pitch, Hz

161.27 ± 24.48
68.46 ± 4.00

542.85 ± 124.91
0.89 ± 0.04

478.12
76.82

179.08 ± 29.05
67.66 ± 3.78

596.63 ± 68.76
0.90 ± 0.05

571.25
82.50

Analysis of periods of voice Pulses, n
Periods, n
Mean periods, n

4,221 ± 1,834
4,126 ± 1,804

6.38 ± 1.05

6,520 ± 2,872
6,379 ± 2,830

5.76 ± 0.88

Interruption of sound Without voice, %
Voice breaks, n 
Voice breaks, %
Proportion of pauses of voice
Pauses of voice, n

35.66 ± 7.40
84.05 ± 29.95
39.62 ± 6.85
28.67 ± 12.887
14.33 ± 9.3

47.83 ± 12.28
118.93 ± 68.27

51.27 ± 12.03
51.76 ± 13.55

34.5 ± 27.04

Fluctuation in frequency Jitter (loc),  %
Jitter (loc, abs), %
Jitter (rap), %
Jitter (ppq5), %

2.83 ± 0.61
182.71 ± 54.65

1.33 ± 0.34
1.52 ± 0.46

2.80 ± 0.95
165.22 ± 75.41

1.34 ± 0.54
1.54 ± 0.61

Fluctuations in the amplitude of sound 
(intensity of sound)

Shimmer (loc), %
Shimmer (loc), dB
Shimmer (apq3), %
Shimmer (apq5), %
Shimmer (apq11), %
Intensity of unvoiced, dB
Intensity of voiced, dB

12.94 ± 4.09
1.58 ± 0.44
5.29 ± 2.19
7.77 ± 3.07

14.04 ± 4.57
56.62 ± 4.38
71.10 ± 3.98

13.28 ± 4.71
1.60 ± 0.51
6.01 ± 2.74
7.92 ± 3.43

12.66 ± 4.58
53.27 ± 5.15
70.35 ± 2.74

Harmonics/noise ratio Noise-to-harmonics ratio, dB
  Harmonics-to-noise ratio, dB

0.17 ± 0.65
12.43 ± 2.86

0.15 ± 0.07
12.72 ± 2.64

loc = Local; loc, abs = local absolute; rap = relative average perturbation; ppq5 = 5-point period perturbation 
quotient.

Table 2. Wilks’ lambda and 
Fisher coefficient structure 
matrix for each introduced 
variable
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  Once the discriminant function was obtained, the participants in the sample were clas-
sified according to the scores. Fifty-six of the 66 patients were correctly classified by this 
procedure, thus providing 84.8% sensitivity for classification. Only 6 participants in the AD 
group and 4 in the control group were classified incorrectly. In the cross-validation study, 55 
of the 66 participants were correctly classified by this procedure, thus providing 83.3% sensi-
tivity for classification. Seven participants in the AD group and 4 in the normal control group 
were classified incorrectly.

  Discussion 

 This study reports on the ability of speech analysis to discriminate between patients with 
mild AD and healthy older adults. We examine a large set of temporal and acoustic measures 
and demonstrate that they can be useful for discriminating between healthy and AD groups. 
The findings suggest that speech measures may indeed be valuable for the detection of AD. 
The two groups performed qualitatively differently in the speech task, and the participants 
were divided into the disease group and the control group based upon only 5 factors: 
percentage of voice breaks, number of periods of voice, number of voice breaks, shimmer 
(apq3), and noise-to-harmonics ratio. Thus, the temporal and acoustic values analysed allow 
us to define the profile of individuals with AD in a valuable way. 

  The variables were interpreted using Fisher coefficients of the matrix structure ( table 2 ). 
In our analysis of voice periods, we found that speech of the AD participants was charac-
terised by an overall higher number of periods of sound. A period is the time it takes to 
complete one cycle. The number of periods is the length of time for the interval of cycles 
selected to analyse. This higher number of periods implied that the voice vibrated at fewer 
cycles per second, presenting in the AD group as a deeper voice, slower speech, and a slower 
rate of speed or rhythm of the glottal pulses. This gives rise to a monotone voice. Also, Horley 
et al.  [30]  found that in speech, objective acoustic measurements revealed significantly less 
pitch modulation by the AD group. For the interruptions of the voice, we found that the speech 
of the participants with AD was characterised by a higher proportion and number of voice 
breaks. Voice breaks are the interruptions or variations taking place along the melodic curve, 
not perceptible to the human ear because of their short duration. The number of voice breaks 
is the number of distances between consecutive pulses that are longer than 1.25 divided by 
the pitch floor. Voice breaks are a voice disorder wherein the pitch of the voice changes 
suddenly. AD speech is contaminated by these voice breaks, and characteristic noises like 
bubbles or tremors in the voice start to appear. Noise and voice break parameters give infor-
mation regarding the amount of noise in the voice signal. In our analysis of fluctuations in the 
amplitude of sound, participants with AD had a higher apq. The shimmer index refers to 
period-to-period amplitude variation in the voice signal. It serves to quantify the small 
intervals of instability in the voice signal by means of a relative evaluation of the fluctuation 
in amplitude from one period to another (from peak to peak). Shimmer is the apq, between 
the amplitude of a period and the average of the amplitudes of its neighbours, divided by the 
average amplitude. The group with AD showed greater variations in the intensity of the 
successive waves produced continuously, especially in the variation of the amplitudes of their 
two closest neighbours (shimmer apq3). Patients with AD had a tremulous voice, with less 
intensity and less control of airflow than the control group.

  As noted, the voice alterations that discriminate in the analysis between the two groups 
are related to acoustic changes characteristic of the voice of patients with AD. Because the 
differences between the two groups can be justified by changes in the production of phonemes 
or sequences of sounds, this allows us to generalise the discriminant analysis to languages 
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other than English. However, these results contrast with other studies in which the emphasis 
is on the temporal and prosodic aspects of speech. These seem to also be altered due to 
disease as reported by ourselves and other authors using different methodology  [13, 21, 24] . 
Recently, Meilán et al.  [22]  have found that an increase in the percentage of voiceless segments 
in AD patients’ speech explains more than 34% of the variance in the scores in a specific 
language and memory test. Roark et al.  [23] , in a task where the participants were asked to 
re-tell a story (Wechsler Logical Memory Scale) immediately after it had been told to them, 
found that the standardised pause rate, phonation rate, and many linguistic complexity 
measures were useful in discriminating between healthy elderly participants and partici-
pants with mild cognitive impairment. However, Singh et al.  [13]  reported that the mean 
duration of pauses, standardised phonation time, and verbal rate were useful in discrimi-
nating between healthy elderly participants and patients with AD. The differences in the 
significance of speech-based markers between the authors may be due to the large number 
of differences between the studies, including the number of participants, inclusion criteria for 
the participants, test material, and measurement tools.

  Our results may be a consequence of using a familiar phrase of  Don Quixote,  which allows 
participants to keep the prosody of the language more appropriate and consistent, high-
lighting that the test used altered acoustic features compared to prosodic features. The 
prosodic features would not discriminate when taking into account familiar prayers, but 
rather in tasks that use memory to search the right words. In this case, there is a difference 
between reading a known text and reading an unknown text that has been read only once. To 
conclude, it is well documented that AD patients often manifest deficits in language processing 
very early in the course of the disease, and a review of the performance of AD individuals in 
language tasks is timely and will contribute to the goal of identifying early markers of cognitive 
impairment in AD  [31, 32] . Authors like Roark et al.  [23]  indicate that using multiple, comple-
mentary spoken language measures can help in the automatic detection of mild cognitive 
impairment. They demonstrate that effective automation of measure extraction is possible 
when given a transcript and audio recordings, so that significant differences in feature means 
between healthy and mild cognitive impairment groups are preserved.

  We designed a direct method for automatically measuring language production by an 
objective and ecological task, which can be applied in a very short period of time. It is a 
method for automatically measuring the speech characteristics of spoken language samples. 
We have examined the usefulness of this method for discriminating between patients with 
early AD and controls and for obtaining a precise diagnosis of AD. These speech measures 
may indeed be valuable in the detection of AD. Spoken language examination is a relatively 
inexpensive and simple measure, and it has the additional advantage of minimal discomfort 
for the patient. The use of spectral analysis tools yields an objective description of the voice 
output, which will allow specialists to unify concepts. Cognitive processes involving both 
executive and lexical-semantic memory access determine the characteristics of speech. 
Future research should address both sources of speech failure in AD patients.
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Abstract  

Background: Motor alterations observed in Parkinson’s disease (PD) reflect 

anatomophysiologic changes caused by dopamine depletion. We aim to assess early 

motor disturbances in PD using the acoustic startle reflex modulations and temporal 

patterns of speech. We correlate the modulations of the acoustic startle reflex measure 

through the prepulse inhibition and prepulse facilitation, and temporal patterns of 

speech.  

Methods: 52 Patients diagnosed with PD and 36 controls took part of the study. After 

obtaining written informed consent, the acoustic startle reflex and their prepulse 

inhibition, and prepulse facilitation were evaluated using the SRH-Lab system (San 
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Diego, CA). Voice recordings were register of a specific text given to the subjects with 

a professional recorder and temporal patterns of speech were analyzed using the 

program Praat 5.1.42. Statistical analyses were performed using the SPSS program.  

Results: Comparisons conducted in this study suggest differences in prepulse inhibition 

and prepulse facilitation in patients with PD relative to controls. In addition, 

discriminative parameters of voice abnormalities were seen in PD patients related to 

control subjects.  

Conclusions: Parkinson’s disease presents alterations in sensorimotor filter 

mechanisms and speech disorders, and there is a relationship between these events. The 

correlation between the startle modulations with an alteration of the voice in PD patients 

could give us a clue for the mechanism underlying neurophysiological alterations in 

both processes. Overall, simple and non-invasive tests such as startle modulations and 

voice analysis may identify early stages of PD.  

 

1. Introduction 

Parkinson’s disease (PD) belongs to a group of conditions called motor system 

disorders, which results from the damage of dopaminergic neurons in the substantia 

nigra pars compacta [1]. PD is difficult to diagnose accurately as early symptoms occur 

gradually and differ among patients that experience motor problems after 50% of 

dopaminergic cell death [2].  Motor abnormalities leads to the diagnostic criteria that 

include bradykinesia, rigidity, resting tremor or postural instability. Importantly, these 

motor dysfunctions reflect a loss of dopaminergic neurons within the nigrostriatal 

system that might be traceable to extranigral impairment of the motor system [1,3-5]. 

In addition to the hallmark symptoms of PD [6,7], a significant and progressive deficit 

in the phonatory system is often experienced by PD patients [7]. Phonetics involves 

speech motor activities, transmission through air and speech perception [8].  The speech 

and voice deterioration can be explained through a sensory processing deficit related to 

speech [9, 10]. Patients are often described as having a high-pitched, monotone, and 

monoloud voice with a restricted range pitch when compared with normal subjects [11, 

12]. Vocal impairment may be amongst the earliest PD symptoms, detectable up to five 

years prior clinical diagnosis [13,14]. The loss of dopaminergic input to the striatum 

and subsequent deregulation of the basal ganglia produce motor deficits that adversely 

affect all the subsystems related to speech motor control. Any alteration in one of these 

systems affects the voice and the proper coordination of speech [15]. Neuroimaging 
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studies have demonstrated the involment of the striatum in speech initiation and 

production [16].  

It has been suggested that speech motor deficits in speakers with PD could contribute to 

hypokinetic dysarthria [17, 18] that is an integral part of the motor changes in PD. 

Disturbances of prosody, articulation and mobility, correlate with the disease severity 

and these disturbances are secondary to the degree of patient's rigidity and hypokinesia. 

The decrease in expiratory volume with a consequent alteration of the velopalatal 

resonance and a decrease in vocal intensity cause the disturbances in the prosody. 

Abnormalities described in patients with PD, as disruptions in prosody, differences in 

the rate of speech, voice inflection, hesitations, pauses, monoloud voice and a decrease 

in the intensity variations of the voice, has been observed during the reading task [19]. 

Sensorimotor filtering is also affected by anatomical and physiological changes 

observed in PD. Studies that evidence the involvement of the sensory system in the 

pathophysiology of certain movement disorders, makes it essential to consider the 

potential contribution of changes in sensorimotor integration in motor execution [20]. 

Disturbances in motor control can be measure through the analysis of muscle 

electromiographic activity [21]. The acoustic startle reflex (ASR) is a rapid muscle 

contraction evoked by a sudden and intense acoustic stimulus. It is a simple test that 

serves as a tool for assessment of behavioral plasticity mechanisms of sensorimotor 

response [22].  ASR reflects a protective behavior against the injury and the magnitude 

of this answer can be modulated by external and internal conditions [23]. Prepulse 

inhibition (PPI) is the reduction of the magnitude of ASR when the startle-eliciting 

stimulus (pulse) is preceded 30-500 ms by a weak non-startling stimulus (prepulse) 

[24]. PPI is an operational measure of sensorimotor gating and reflects a protector 

mechanism where the information carried by the prepulse is analyzed early avoiding the 

interference of other stimuli, which limits the ingress of trivial stimuli to cognitive 

centers or motor output pathways [25]. When the prepulse-to-pulse intervals are longer 

than 500 ms, the phenomenon is known as prepulse facilitation (PPF)[26], and reflect 

sensory enhancement and selective attention [27,28].  

Knowing that neurophysiologic tests such as ASR, PPI and PPF provide quantifiable 

data, are not expensive, are safe and can be used without adverse effects to the patients, 

is possible to use these tests for the evaluation of the alterations in brainstem circuits 

and their neurotransmitters. Based on the anatomical connections between structures 

belonging to sensory filtering circuit, substantia nigra (SN) and basal ganglia, we 
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hypothesized that the dysfunction between these circuits affects the sensorimotor gating 

in PD, and is possible to assess the alteration in this sensorimotor filtering using the 

ASR and its modulation through the PPI and PPF. 

 

Neuroimaging techniques have probed the speech control by the basal ganglia circuitry, 

and how structures, such as SN, participate in the basal ganglia vocal motor circuitry 

[29]. In this idea, changes in areas of the brain that play a critical role in speech may be 

assessed through their physiological correlate’s that can be objectively measure [30], 

especially those parameters related to the neurodegeneration of dopaminergic 

nigrostriatal pathway and the basal ganglia. The reduction of dopamine leads to motor 

abnormalities leaving the region of the striatum overly active, causing a 

phonoarticulatory change that results in voice articulation and swallowing disorders 

[31]. Based on animal studies, the abnormal patterns of movement can result in the 

aberrant contractile properties and abnormal fibers of the muscles in the larynx, due to 

an alteration of the laryngeal somatosensory function; vocalization and swallowing. [32-

36]. Thus, we will focus on the importance of the features of variability in the frequency 

formants and intensity of sound that affect the monotony in the frequency and intensity 

of speech. Furthermore, we analyze the parameters related to the tremor of the voice 

and its influence on prosody such as pauses, hoarseness and imprecision in both the 

articulation of phonemes and prosody of reading.  With these in mind, the goal of this 

study is to correlate the changes in the sensory gating and speech impairment as a tool 

for an early diagnosis of PD.  

 

2. Materials and methods 

2.1 Participants 

After obtaining permission of the local Ethics Committee, and written informed 

consent, the procedures were performed in accordance with the ethical standards laid 

down in the 1964 Declaration of Helsinki. A total of 88 Spanish native speakers 

participated in the study. PD patients were clinically diagnosed according to the criteria 

of the Brain Bank of London [37]. They were outpatients from the Neurology Service 

of the University Hospital of Salamanca, who were seen by at least two senior 

neurologists experienced in movement disorders. PD patients include 52 patients (mean 

age, 68.44 ± 9.89), were clinically evaluated using Unified Parkinson’s Disease Rating 

Scale [38] and Hoehn and Yahr scale [39]. The study was conducted at the time of their 
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medication’s minimal effect. The control group was formed by 36 healthy controls, and 

recruited from the general community in recreational centers for elderly people (mean 

age, 73.74 ± 13.84). Exclusion criteria included: neurological disorders other than PD, 

head injury, hearing disorders, psychiatric disorder other than depression, and frequent 

use of illicit substances or alcohol consumption. Cognitive state of all subjects was 

evaluated with the MMSE [40] (control= 27.24; PD patients= 26.56). 

 

 2.2 Startle reflex and Prepulse Inhibition Measurement 

The ASR and PPI/PPF were evaluated using the SRH-Lab system (San Diego, CA). 

The binaural auditory stimulation was provided through headphones (Sony MDR-V6) 

connected to the reflection measurement device (SRH-Lab trending system), and 

electromyographic (EMG) registration of the right orbicularis oculi was done using two 

small silver/silver chloride electrodes filled with conductive paste placed beneath the 

right pupil, and the ground electrode was placed in the right mastoid. EMG activity was 

recorded using a high pass filter at 30 Hz and a low pass filter at 1000 Hz and a notch 

filter at 50 Hz. The EMG data were converted, using the analytic program of this system 

(analogue-digit units 1unit=1.31µV) for amplitude and latency to response peak in 

milliseconds (ms). The latency was measured within a period of 120 ms after acoustic 

stimulus and was determined at the point where the maximal amplitude occurred.  

Test is performed with subjects seated, and during the 15 minutes of the test, 

participants were not asked to selectively attend to auditory stimuli. Smoking was 

permitted 1 hour prior to the session to prevent any withdrawal effects on PPI. The test 

starts after a 4 min acclimation period of 70 dB background noises that continued 

throughout the session. ASR trigger pulses were 115dB white noise and 40 ms duration 

bursts. The prepulse consisted of 85dB white noise bursts and 20 ms duration. Inter trial 

intervals were randomized between 9 to 23 ms. The session had four blocks, with the 

initial and final block consisted of five pulses alone, and the second and third block 

containing 6 pulses alone and 9 of each prepulse-to-pulse intervals of 60, 120 and 

1000ms. 

Prepulse trials with a 1000 ms prepulse-to-pulse interval were expected to elicit PPF. 

The onset measurement is in ms, using the beginning of the maximum amplitude 

response (in microvolt’s) that occurs within 18-120 ms after acoustic stimulus. PPI/PPF 

was calculated using the mathematic formula PPI/PPF = 100* (amplitude ASR without 

prepulse amplitude ASR after prepulse/amplitude ASR without prepulse).  
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2.3 Voice Analysis   

The speech task consisted of asking subjects to read on a screen (48-point font size and 

multiple lines to facilitate reading), the first paragraph of the novel “Don Quixote” by 

Miguel de Cervantes (405 syllables): “In a village of La Mancha, the name of which I 

have no desire to call to mind, there lived not long since one of those gentlemen that 

keep a lance in the lance-rack…” (English translation of Don Quixote by John Ormsby, 

1885). This paragraph is well known by all Spanish speakers, like the famous passage 

"to be or not to be" of Shakespeare used in English equivalent tests. The recordings 

were made in a room quietly placing the microphone to 8 cm and an angle of 45 ° from 

the mouth to prevent aerodynamic noise. The recordings were obtained with a portable 

professional voice recorder (Sony PCM-M10), and the analyses were done according to 

the methodology described in previous studies [41]. Analysis focused on common 

acoustic measures of speech, including temporal aspects of the speech sample, pitch or 

fundamental frequency (F0), volume (intensity), and voice quality. To characterize the 

fluctuations in the amplitude of sound, we computed the intensity in dB of voice and 

unvoice signals, and measure phonatory stability shimmer period perturbation stability 

(shot term, cycle to cycle, perturbation in the amplitude of the voice): local shimmer 

(shimmer loc) and shimmer amplitude perturbation quotient 3 (shimmer apq3). Prosodic 

patterns are quantified by automatic prosodic transcription of a recording, using the 

algorithms implemented by Mertens [42] on the Praat program [43]. To characterize the 

temporal aspects of the speech sample, we computed the duration of the voice sample 

used (total duration of the paragraph from Don Quixote, the phonation time, and the 

reading and articulation speed), the interruption of sound (proportion and number of 

pauses of voice, percentage of the recording without voice, and number and percentage 

of voice breaks), and the periods of voice (number of pulses analyzed as voice, and 

mean number of periods of voice). To characterize the F0, we analyzed the mean F0, 

maximum and minimum values of F0, high and low global pitch and autocorrelation 

measures. Detection range of 65-650 Hz for F0, on windows of 0.005 s duration; for 

automatic segmentation threshold intensity was used in the styling of the algorithm that 

determines the presence of a vowel (Glissando = 0.32/T2 semitones / s., DG = 30, dmin 

= 0.05). While the standard psychoacoustic threshold for isolated voice is G = 0.16/T2, 

during natural speech voice flow is rarely linear, so that the value assigned is the better-
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modeled prosodic voice variables. Finally, we computed measures of the speaker’s 

voice quality, and one spectral noise measure, the noise-to harmonics ratio (NHR).   

 

2.4 Statistical Analysis 

Statistical analyses were performed using the IBM SPSS software, version 20.0 (SPSS 

Inc Chicago, IL, USA). The differences between groups were analyzed by analysis of 

variance (ANOVA) mixed or split-plot, followed by the Bonferroni-test for post-hoc 

comparison if appropriate. Differences were regarded as statistically significant if 

p<0.05. For comparisons between two independent groups used the Student-T test with 

the Levene test for homogeneity of variances. The association between variables was 

calculated using Pearson’s correlation coefficient maintaining the same level of 

significance. 

 

3. Results 

3.1. Acoustic Startle reflex, PPI and PPF in PD patients and healthy controls. 

ASR amplitude in patients with PD was higher when comparing with control subjects, 

but there was not a significant difference (Table 1). ASR latency also was higher in PD 

patients as compared to control subjects. Previous studies have reported sex differences 

in ASR in normal subjects, with women exhibiting lower response than men [44]. Thus, 

we examined sex differences across groups and within each group. We found no 

significant gender differences in ASR, amplitude and latency, between patients and 

controls (Table 1). We examined the PPI and PPF (within-subjects factors) using 

ANOVA with repeated measures. There is significant effect on the PPI in PD group 

relative to controls (Figure 1), when the prepulse-to-pulse was 60ms (PD; 24.51 ± 3.47; 

Control Group 17.13 ± 4.22) and 120 ms p<0.005 (PD; 42.08 ± 4.04; control group 

23.53 ± 4.91). A significant main effect on PPF (p<0.000) was also detected (PD; 45.85 

± 3.89; control group 23.23 ± 4.73), (Figure 1). 

 

PD Controls 

PD Controls 

Men Woman Men Woman 
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Table 1. Mean response amplitude and latency (± standard error of Mean) in patients with 
Parkinson’s disease and healthy controls.  

 

	  
Figure 1. Mean PPI and PPF values of the experimental groups, control and Parkinson’s 
disease(PD) group. Values represent the mean percentage of startle amplitude at 
different interstimulus intervals, 60 ms, 120 ms and PPF at 1000 ms. Bars represent 
mean values ± S.E.M. There are significant differences (*) between groups (p<0.05) 
when the prepulse was 120 ms and 1000 ms.  
 

3.2. Acoustic parameters of voice PD patients and healthy controls 

We analyzed the alteration in temporal speech parameters in patients with PD and 

healthy controls (Table 2). In the prosodic parameters analyzed, we found significant 

differences between control subjects and PD patients in the total duration (p< 0.01), 

phonation time (p< 0.01), voice pulse numbers  (p< 0.05), voice period number (p< 

0.05), voice break number (p< 0.01), and the number of pauses (p < 0.05). In the 

acoustic parameters, we found differences in the Minimum F0 between PD patients and 

control subjects (p < 0.01), and NHR (p< 0.01). As for the intensity of speech, we found 

Startle  

Amplitude 
74.70 ±8.82 

 
63.02 ± 8.19 

 
68.89 ± 9.34 

 
81.72±10.09 

 
68.05±11.98 

 
58.53±11.33 

 

Startle 

Latency 

 

89.03 ±9.97 
 

72.92 ±11.98 
 

97.65±13.65 
 

78.97±14.75 
 

79.57±17.52 
 

66.98 ± 16.57 
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differences in the intensity of pronunciation (dB Voice) (p <0.05) in Shimmer loc p 

<(0.05) and Shimmer apq3 (p <0.05). 

In summary, prosody in Parkinson's patients is faster, less phonation time, less vowel 

pulses, less breaks, less breakage and less voice speech periods. There is less use of low 

frequencies, resulting in a lower voice vowel sound. The voice is more intense, but there 

is no change between pulses or voice prosody. 

Group Parameters Control 
(Mean ± SEM) 

PD 
(Mean ± SEM) 

Temporal aspects of 
the speech sample 

Total duration (s)* 56.60 ± 4.84 41.78 ± 2.39 

Phonation time (s)** 39.53 ± 2.65 30.61 ± 1.68 

Speech rate, 
syllable/s 3.43 ± 0.22 3.22 ± 0.11 

Articulation rate, 
syllables/s 4.46 ± 0.14 4.15 ± 0.08 

Analysis of 
Fundamental 
frequency (F0) 

Mean F0, (Hz) 156.74 ± 5.25 153.09 ± 5.51 

Minimum F0 (Hz)* 66.37 ± 0.88 72.17 ±1.26 

Maximum F0, (Hz) 520.53 ± 26.27 543.06 ± 16.33 

Acoustic Parameters NHR** 0.21 ± 0.02 0.13 ± 0.10 

Analysis of periods of 
voice 

Pulses, (n)* 4791.69 ± 319.29 3832.36 ± 215.17 

Periods, (n)* 4684.50 ± 314.08 3750.26 ± 213.81 

Voice intensity  

Shimmer loc* 15.49 ±.95 12.43 ±.63 

Shimmer apqu3* 6.68 ± .51 4.83 ± .33 

Voice (dB) * 71.22 ± .54 79.19 ± 2.64 

Interruption of Sound 

Without voice, (%) 37.20 ± 2.38 34.65 ± 1.23 

Voice breaks, (n)* 95.46 ± 6.54 70.58 ± 3.45 

Pauses, (n)* 22.96 ± 3.12 15.72 ± 1.68 

Table 2. Voice parameters measures PD patients and Controls. *Significant correlation 
level p<0.05.** Significant correlation level p<0.01. 	  
	  
 

3.3. Relationship between sensorimotor gating scores and voice acoustic parameters 
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To determine the relationship between PPI and PPF scores and speech parameters, we 

performed a Pearson correlation between the ASR modulations and the temporal aspects 

of the speech sample, volume (intensity), and voice quality in patients with PD 

regarding the control group (see Table 3).  

There is a significant correlation between total duration of voice, pauses numbers, 

unvoiced percentage and PPI and PPF in PD that is not present in controls. Thus, as 

linguistic prosody parameters, in PD there is a negative relationship between Total 

duration of Voice and PPI (prepulse-to-pulse interval 60 ms). A negative correlation 

was also found between unvoiced percentage and PPI (prepulse-to-pulse intervals 60 

and 120 ms) and pauses number (prepulse-to-pulse interval 120 ms) in PD patients. 

Regarding the PPF, we found an inverse relationship between this paradigm and 

unvoiced percentage and number of pauses.   

This pattern was not observed in healthy controls in which a positive relationship 

between the number of periods of voice, number of pulses, and the number of voice 

breaks was found at prepulse-to-pulse intervals of 120 ms. There was a positive 

correlation between PPF and period number of voice and pulses number. 

  Control PD patients 
Voice parameters PPI 60 PPI120 PPF 1000 PPI 60 PPI 120 PPF 1000 
Total Duration of Voice    -0.30*   
Periods number of Voice  0.41** 0.48**    
Pulses number   0.41** 0.47**    
Pauses number      -0.36** -0.37** 
Unvoiced percentage     -0.29* -0.45** -0.46** 
Voice breaks number  0.41**     
Table 3. Correlation between PPI measurements and temporal parameters of voice (non-
significance is shown as blank spaces). R-value. Pearson correlation. ** Significant 
correlation level 0.01 (bilateral). *Significant correlation level 0.05 (bilateral).  
 

4. Discussion  

Our results showed that the amplitude of the ASR was not significantly different 

between PD patients and control subjects while latencies of the ASR were slightly 

higher in PD patients than control, although no significant difference was found. There 

were changes in PPI between groups when the interval between prepulse-to-pulse was 

120 ms. Our study, also showed a significant difference in PPF between patients and 

controls. The findings in voice analysis showed speech impairment in PD patients 
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compared to controls. The correlations conducted also suggest a relationship between 

modulations of startle and voice disorders.  

 

4.1 Prepulse inhibition and prepulse facilitation in PD:  

In the present study, we found that PD patients and control subjects had ASR with 

similar amplitudes and longer onset latencies. Several authors [45-47] described longer 

latencies in orbicularis oculi muscle in PD, which was prolonged in ON states and in 

sitting positions. Our results are consistent with the literature [28, 48-50] that suggests 

that, with age there is less startle reaction and PPI, which would affect healthy subjects. 

The PPI demonstrates the control that the basal ganglia exert over the brainstem 

reflexes. In PD, there is an enhancement of the blink reflex, indicating an increased 

filtering of sensory information. PPI circuits are controlled through the pedunculo-

pontine tegmental nucleus, which regulates the excitability of the startle related 

structures of the reticular formation [51]. When compare to controls, PD patients 

showed higher prepulse inhibition at 60 ms and 120 ms, confirming our hypothesis that 

PD have disturbances in sensorimotor gating. Periol and coworkers [52] reported a 

significant difference in PPI at 120 ms when compared to healthy controls. In their 

study they also compare patients with Alzheimer’s disease and Dementia with Lewys 

bodies and their results suggest an involvement of the dopaminergic subcortico-

thalamo-cortical networks in PPI regulation, and more severe disruption of these 

networks in Dementia with Lewys bodies than in PD [52]. Also Valls-Solé and 

coworkers [53] report results that indicated an increased prepulse inhibition in PD 

patients. Excessive sensory gating in PD may reflect impaired integration of sensory 

inputs, resulting in impaired goal-related movements [54]. Bradykinesia in PD affects 

the ability to initiate and coordinate a series of motor tasks [55]. This impaired ability to 

inhibit motor movements justified both slowing the onset of motor responses, as well as 

disruption of movements once they have been initiated [56]. The impairment of the 

sensorimotor regions (basal ganglia, cerebral cortex, and other associated regions) to 

receive accurate afferents input may account for errors in the initiation, timing and 

range of movement [54]. The fact that individuals with PD often show an abnormal 

increased in muscle tone and rigidity can reflect a tendency of the central nervous 

system to remain in a state of alert and movement preparation, while awaiting the 

arrival of the afferent signal, resulting in a delayed or aberrant transition to movement 

execution [54,57].  
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We also found that PD patients showed less PPF than control group. PPF is a less 

understood process associated with a later stage of generalized alerting or orienting [58] 

and specific selective attention process [59]. According with Graham [59], the PPF 

reflects a generalized orienting or attention automatically elicited (where there is not 

selective attention to specific stimuli). The study published by Wynn [60] about PPF in 

schizophrenic patients showed that these patients and their siblings had lower PPF than 

controls, imputing this finding to an orienting deficit. Bowen and Ison [61] reported that 

PPF has a more peripheral motor consequence of a non-specific alerting reaction, 

suggesting that the pathways of the PPF may not depend on the sensory-motor 

processing [61]. In order to explain our findings of less PPF in PD group a cognitive 

evaluation of patients   and their corresponding control subjects should be necessary  to 

evaluate any type of cognitive impairment or attention disorders. 

 

4.2 Relationship between sensorimotor gating and voice deficits in PD patients 

Control of specific frequencies is learned in childhood and requires coordination of the 

vocal structures adjusting acoustic resonances of the vocal tract [8, 62, 63], which is a 

process of motor coordination affected in PD. 

An estimated 70%–90% of patients with PD also develop speech or voice disorders [64] 

specifically hypokinetic dysarthria, characterized by monopitch, monoloudness, under 

articulation, and hoarseness voice [65].  Our results were consistent with these and we 

have observed significant differences between controls and patients with Parkinson's. 

As reflected in the usual language studies in PD [11, 12, 66], we found that there were 

disruptions in temporal aspects of the speech sample like a breakage in the prosody, 

poorly controlled phonation time and fewer pauses and voice breaks. Our results reflect 

a sharper voice, less control of low frequencies, which prevents on the other hand the 

noises characteristic of elderly people in the voice. Finally, the lack of control increases 

the intensity of sound, with a substantial increase in decibels, but at the same time, the 

lack of emission control causes high monotone, barely accentual variations. The study 

of relations with PPI values confirms that the prosodic aspects of speech characteristic 

of PD patients are related to the inhibitory motor problems of these patients. Not so the 

acoustic aspects, showing no relationship with the data obtained in the inhibitory 

parameters.  
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An inhibitory deficit means more voice breaks, percentage of periods without voice 

emission and emission ratio of syllables per time lowest phonation. The pathways that 

follow the vocalization process consist primarily of three components laryngeal activity, 

respiratory movements and supralaryngeal. The most important is the extrapiramydal 

path that connects the motor cortex – putamen - substancia nigra - parvocellular 

reticular formation - phonatory motoneurons [32]. The loss of motor control that holds 

the function of the vocal folds could explain the fluctuations of voice frequency. The 

position of the reticular formation and ventral parabrachial regions suggests that this 

area plays a crucial role in vocal motor coordination. Among the hierarchically control 

of vocal behavior pathways, the phonatory motoneurons input are of two types. One for 

motor coordination, which comes from the motor cortex and basal ganglia via the 

pyramidal and extrapyramidal pathway and the other for the learned vocal patterns, that 

has a gaiting function, becomes from the periaqueductal grey and cingulated cortex, 

structures that represent different levels of gaiting control.   

The damage of neuronal pathways due to neuronal loss in PD might explain the deficits 

in startle modulation and speech. There is a correlation between these two 

neurophysiologic measures that might be a functional approach to show disturbance in 

sensory filtering. Variations in sensory filtering discriminate PD, and the combination 

with a set of parameters that define speech disorders in PD could be use as biomarkers 

for this neurological disease.  

5. Conclusions 

In conclusion, the ASR in PD patients is normal but the response is delayed. In contrast, 

the modulation of the startle appears to be abnormal.  It seems that we have more 

evidence that pre-stimulus shuts the gate of sensory input resulting in the reduction of 

startle response, and this inhibitory process is related to acoustic and prosodic 

parameters, such as control of the low frequencies of the voice and the emission ratio of 

vowel sounds.  
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