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PROLOGO

Nuevos tiempos

Sale a la luz el segundo volumen de “Encuentros en Neurociencias”.
Celebrar unas jornadas y editar un libro es una buena meta. Lo dificil es
conseguir que las jornadas del Instituto se celebren regularmente y editar un
segundo volumen con nuevos resultados. Este esfuerzo necesita algo mas,
requiere un motor que mantenga a los investigadores avanzando. Y esa fuerza de
empuje se llama ilusién. En estos tiempos es un bien escaso, pero ahora mads que
nunca necesitamos ilusiéon para conseguir esa beca o ese proyecto que nos
permita seguir trabajando, ilusion para trabajar muchas veces a contracorriente,
ilusién por acabar la tesis a la que le hemos dedicado cuatro afios de nuestra
vida. La ilusién por solucionar nuestros propios desafios es lo que mantiene vivo
al espiritu investigador.

Durante los afios de bonanza hemos vivido dentro de una gran burbuja
-no solo inmobiliaria- y hemos sido testigos de un crecimiento que parecia que
nunca se iba a acabar. De pronto la burbuja ha estallado y hemos chocado con la
realidad, con unas puertas que se han cerrado de golpe, con una financiacién
que se ha cortado en seco tanto para proyectos como para contratos de
investigadores.

Yo no diria que vienen malos tiempos, mds bien nos Hegan nuevos
tiempos. Nos vamos a encontrar con reglas de juego a las que no estamos
acostumbrados, ha llegado la hora de adaptarse o morir. Tenemos que
olvidarnos del pensamiento ancestral de la cultura agricola de nacer, vivir y
morir en mismo lugar. Tenemos que volver a ser cazadores y buscar el trabajo
alli donde esté. Pero quiero dejar claro que mi mensaje es optimista. Tenemos
cientificos mejor preparados que antes, rnejores laboratorios y mejores sistemas
de informacién cientifica. Somos nosotros los que tenemos que cambiar de
mentalidad, no esperar tanto de la politica autondmica y central. Por muy buena
voluntad que tengan los gobiernos, en nuestro pais la financiaciéon tardard afios
en recuperarse. El secreto va a estar en buscar las subvenciones en organismos
internacionales o empresas privadas. Va a ser dificil, si, pero nos tenemos que
acostumbrar a competir frente a candidatos de otros paises. Somos como eﬂos,
ni mejores ni peores, y las barreras han sido muchas veces por razones de
idioma maés que por formacién cientifica. Los investigadores, sobre todo los mas
jovenes, no tenemos que capitular sino que tenemos que mantener el motor de
la ilusiéon funcionando al méximo. En estos nuevos tiempos, nuestra voluntad,
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Prélogo

trabajo, esfuerzo e ilusion serdn las tnicas llaves que nos permitirdn abrir las
puertas del campo de la investigacién.

Estos diez capitulos son una muestra de las lineas de investigacion que se
llevan a cabo en los laboratorios de nuestro Instituto. Lineas actuales, que
aunque lideradas por investigadores seniors, avanzan gracias al empuje de los
miembros mds jovenes, los becarios y contratados que son los auténticos pilares
que soportan la investigacion y a los que deben dirigirse todas las ayudas.

Suerte a todos los que habéis presentado vuestros trabajos en la III
Jornadas del Instituto de Neurociencias “Federico Olériz”. Y no olvidéis que la
suerte hay que buscarla, y que la ilusién es la luz que ayuda a encontrarla.

Francisco Vives Montero
Director del Instituto de Neurociencias “Federico Olériz”

Universidad de Granada

10 de 250 @









Capitulo 1

Estudio de pacientes con neuropatia dptica
mediante electrorretinografia multifocal

J. A. Saez-Moreno
R. Pinar Morales
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Estudio de pacientes con neuropatia optica mediante
electrorretinografia multifocal

José Antonio Saez-Moreno 1, 3, Raquel Pifiar Morales1,4 y José Manuel Rodriguez-
Ferrer 1, 2

1, Laboratorio de Neurociencia Visual y Cognitiva, Instituto de Neurociencias, Universidad de Granada
2, Departamento de Fisiologia, Facultad de Medicina, Universidad de Granada

3, Servicio de Neurofisiologia Clinica, Hospital Universitario San Cecilio, Granada

4, Servicio de Neurologia, Hospital Universitario San Cecilio, Granada

Direcciones de correo electrénico: JASM: ja.saez@hotmail.com RPM: raquelilla02@hotmail.com JMRF: jmferrer@ugr.es

La neuropatia optica es una alteracion neuroldgica del nervio éptico, de etiologia muy variada,
que causa déficits visuales, especialmente disminuciéon de la agudeza visual y de la vision
cromatica. Entre las técnicas disponibles para la valoracion de la via visual esta el
electrorretinograma multifocal (mfERG), técnica desarrollada recientemente que permite registrar
la actividad eléctrica focal de la retina externa. El objetivo del estudio ha sido determinar la
posible alteracién de la retina externa en pacientes con neuropatia optica. En 11 pacientes con
neuropatia Optica axonal o desmielinizante, se han realizado registros electrofisiolégicos en 61
areas de la retina mediante mfERG. Se analizaron las latencias de las ondas N1 y P1 de cada
registro, asi como la densidad eléctrica de las areas estudiadas. En todos los pacientes
estudiados se han encontrado alteraciones cualitativas y/o cuantitativas en los registros
obtenidos. Las alteraciones cualitativas consisten en la presencia de ondas polifasicas en
diversas areas de la retina y que variaron segun los pacientes. Las alteraciones cuantitativas
consisten en un descenso de la densidad eléctrica de la mayoria de las areas estudiadas,
especialmente en la region central de la retina. Los resultados muestran que, en pacientes con
neuropatia optica, existe una alteracién en la actividad electrofisiolégica de los componentes mas
externos de la retina, fotorreceptores y células bipolares. En futuras investigaciones, seria
importante determinar el mecanismo por el que se produce este hecho e identificar las
consecuencias funcionales y clinicas de dichas alteraciones.

Introduccion

La neuropatia optica hace referencia a un proceso patologico en la
estructura o funcién del nervio éptico. En la mayoria de los casos, se manifiesta
con una disminucién de la agudeza visual, alteracion en la vision de los colores,
déficit campimétrico y en ocasiones puede acompafarse de edema papilar o
atrofia [17]. La causa especifica de la neuropatia se establece en la mayoria de
las ocasiones en base a la historia clinica, la exploracién visual y los hallazgos
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en fondo de ojo, aunque en la practica clinica habitualmente suele apoyarse en
pruebas complementarias tanto de imagen como neurofisioldgicas.

En la valoracién de una neuropatia éptica adquirida hay que tener en
cuenta tanto los antecedentes del paciente, los sintomas visuales y los sintomas
neuroldgicos asociados si existen, la exploracion visual y los hallazgos en fondo
de ojo. Asi, podemos encontrar neuropatias 6pticas con fondo de ojo normal,
atréfico o edematoso; neuropatias unilaterales o bilaterales y, en funcién de la
presentacion clinica, neuropatias agudas o cronicas.

En las neuropatias Opticas, se distinguen la neuritis retrobulbar
inflamatoria y la neuropatia optica isquémica. La neuritis optica retrobulbar es
una proceso inflamatorio del nervio o6ptico que puede estar causada por
diferentes enfermedades autoinmunes sistémicas, infecciosas, ser de origen
isquémico, estar asociada a esclerosis multiple o no encontrarse causa alguna.
Se caracteriza por disminucién de la agudeza visual o alteracién en la vision de
los colores de inicio subagudo y progresibn durante una semana
aproximadamente, asociado en el 90% de los casos a dolor retroocular que se
exacerba con los movimientos oculares [1]. La afectacion es unilateral en la
mayoria de los casos y en las semanas posteriores se produce una recuperacion
del déficit, que puede ser parcial o completa. La neuropatia dptica isquémica es
la causa mas comun en pacientes mayores de 50 afios. Puede afectar a la parte
anterior del disco 6ptico (neuropatia dptica isquémica anterior) o ser retrobulbar,
con un aspecto normal del disco optico. El origen de la neuropatia isquémica
puede ser artritica, cuando la afectacion del nervio optico esta en relacion con
una arteritis de células gigantes, o no arteritica cuando se produce de forma
idiopatica por oclusién de una de las arterias que irrigan el nervio 6ptico [10].

En la practica clinica disponemos de distintos métodos para valorar
alteraciones visuales producidas por la neuropatia optica. Asi, se utiliza como
técnica de imagen la tomografia de coherencia éptica. Con ella se obtiene una
imagen en dos dimensiones de las microestructuras de la retina [6]. En el caso
de neuropatias opticas se ha utilizado especialmente para la medicion del grosor

de la capa axonal de fibras [7, 21]. Por otro lado, se utilizan técnicas
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neurofisiolégicas que analizan la actividad eléctrica de los diversos componentes
de la via visual [11]. Asi, el electrorretinograma Ganzfeld mide la actividad de los
fotorreceptores y de las células bipolares. El electrorretinograma patrén aporta
informacion de la capa interna de la retina, en especial sobre las células
ganglionares, en su region central mediante la presentacion de estimulo visuales
estructurados, habitualmente dameros con diferente tamano de cuadros. Los
potenciales evocados visuales registran la actividad de la corteza visual en
Esta

ultima técnica, en la que se mide ademas el tiempo en que aparece la respuesta

repuesta a dameros o barras de diferente tamafo o frecuencia espacial.

cortical al estimulo, ha mostrado su utilidad en la valoracion de la via visual y en

la caracterizacion de las lesiones segun se traten de alteraciones
predominantemente en la mielina o bien en los axones [9]. Mas recientemente se
ha

electrorretinografia multifocal (MfERG). La mfERG, desarrollada por Sutter y

incorporado  una nueva técnica electrofisioldgica  denominada

Tran, permite un estudio focal de la retina y no de manera global como lo hace el

electrorretinograma Ganzfeld. La mfERG consiste en la estimulacién local
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Figura 1. mfERG. A la izquierda se muestra un registro mfERG normal. A

hexagonos, la derecha se muestra el registro, y su reconstruccion tridimensional, de

mayor un paciente con neuropatia 6ptica. En este caso se puede observar como
las ondas de la mayoria de los hexagonos muestran una morfologia

cuanto mas peri- polifasica. No obstante, la densidad de las respuestas de este paciente es

similar a la de los sujetos normales.

féricos, que alter-
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nan de blanco a negro de forma pseudorandomizada. De cada region retiniana
estudiada se obtiene una onda con una primera deflexion negativa (denominada
N1) que representa de manera predominante la respuesta de los fotorreceptores,
seguida de una onda positiva (denominada P1) que representa la actividad de
las células bipolares. En sujetos normales la amplitud de las ondas varia segun
el area de la retina, siendo mayor en la fovea y menor conforme aumenta la
excentricidad [19, 20].

Cambios en la densidad eléctrica

Densidad grupo pacientes

50 A1 a2 A3 A4 As|
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Figura 2. Efectos de la neuropatia 6ptica en la mfERG. A la izquierda se muestra la densidad media
de los anillos A1-A5 en sujetos control normales y en los pacientes de neuropatia Optica. A la
derecha se muestra el porcentaje de disminucion de la densidad obtenida en los once pacientes en

conjunto y subdivididos en los grupos de neuropatia desmielinizante y axonal.

La mfERG se ha mostrado como una técnica muy util en el estudio
distintas patologias retinianas, especialmente las distrofias de la retina [4, 18,
20]. Sin embargo, el uso de la mfERG ha sido muy puntual en la valoracién de
entidades clinicas que afectan primariamente al nervio optico. En las neuropatias
Opticas es conocido que se pueden afectar de forma retrégrada las células
ganglionares, pero se desconoce si también afecta a capa externa de retina o si
la alteracion en el nervio optico influye de alguna manera en la funcion de las
células de la retina en su capa mas externa. El objetivo del presente estudio ha
sido investigar mediante mfERG el estado de la retina externa en pacientes con

neuropatia optica.
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Métodos

Pacientes. Se han analizado 11 pacientes, con una edad comprendida entre
los 22 y los 73 anos, diagnosticados de neuropatia optica por el servicio de
Neurologia del Hospital Universitario San Cecilio de Granada.

mfERG. La evaluacion de la retina mediante mfERG se realizd, en el
Laboratorio de Neurociencia Visual y Cognitiva, del Instituto de Neurociencias de
la Universidad de Granada, con el equipo Diagnosys (Diagnosys LLC, Lowell
MA, USA). Los registros con mfERG se llevaron a cabo siguiendo las
recomendaciones de la Sociedad Internacional de Electrofisiologia Clinica de la
Vision (ISCEV) [13]. Los pacientes se sentaron a 33 cm de la pantalla de
estimulacién. El estimulo utilizado fue una matriz de 61 hexagonos que
subtiende 60° en la retina. Los filtros utilizados fueron de 10 Hz y 100 Hz. Los
estimulos se proyectaron en un monitor LCD, con una secuencia m de 14 bits a
75 Hz. La cadencia de los estimulos estad disefiada de manera que cada
hexagono tiene aproximadamente un 50% de probabilidades de ser blanco o
negro en cada pantalla. La luminancia de los hexagonos blancos fue de 800 cd/
m2, la de los negros 0 cd/m2 y la del fondo fue de 400 cd/m2. Las sefnales
eléctricas se obtuvieron mediante electrodos corneales de fibra DTL (Diagnosys
LLC, Lowell MA, USA) y se amplificaron con una frecuencia de muestreo de
1.200Hz. La respuesta correspondiente a cada region de la retina se obtuvo
mediante un analisis kernel de orden 1 de la relacion existente entre la
fluctuacién del campo eléctrico y los cambios de luminancia de cada hexagono.
Como se ha comentado anteriormente la respuesta consiste en una onda
bifasica N1-P1. Se realizo también un analisis agrupando las 61 respuestas en 5
anillos concéntricos. La onda que se obtiene en cada anillo es un promedio de
las ondas que lo integran, salvo para el primer anillo (A1), que corresponde a la

respuesta del hexagono central. Se midié la latencia (ms) de las ondas N1y P1

@ 19 de 250



Saez-Moreno, Pifar Morales y Rodriguez-Ferrer.

para cada respuesta individual, asi como la densidad eléctrica (nV/grado2) de
cada anillo. De los 11 pacientes, todos presentaban disminucién de la agudeza
visual uni o bilateralmente excepto uno de los pacientes, cuyo sintoma principal
era la alteracion en la vision cromatica. A la hora del analisis se han tenido en
cuenta unicamente los ojos patologicos, encontrando en total 15 ojos con
neuropatia Optica. Seis de los pacientes tenian una neuropatia Optica
desmielinizante y cinco una neuropatia 6ptica axonal.

Los datos obtenidos con mfERG se analizaron tanto cuantitativa como
cualitativamente. Desde el punto de vista cuantitativo se ha valorado
principalmente la densidad eléctrica medida en nV/deg2 en cada una de las
circunferencias o “anillos” y la latencia de N1 y P1, teniendo como referencia los
valores medios de un grupo control del Laboratorio de Neurociencia Visual y
Cognitiva de la Facultad de Medicina. Para el analisis estadistico se ha utilizado
la T de Student. En el analisis cualitativo, se atendidé a la morfologia bifasica o

polifasica de las ondas obtenidas en los 61 hexagonos.

Resultados

Todos los pacientes estudiados presentaron anormalidades en la mfERG.
En dos de ellos, ambos con una neuropatia optica bilateral (una axonal y otra
desmielinizante), los valores de latencia de P1 y N1 y los de densidad eléctrica
eran similares a los valores normales, sin embargo, el topograma obtenido con
la mfERG se caracterizd por la presencia de ondas polifasicas mal definidas,
en un numero variable de areas (Fig. 1). En el resto de los pacientes se
observaron alteraciones en la morfologia de los registros asi como una
disminucién generalizada de la densidad de los registros.

Teniendo en cuenta todos los pacientes, y como se muestra en la parte
izquierda de la figura 2, se encontrd una disminucion de la densidad eléctrica en
todos los anillos, siendo esta mayor en anillo central (A1). Comparado con los
valores normales, este descenso fue significativo los anillos A1 y A4 (p<0.01) y
A2y A3 (<0.001)
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En la parte derecha de la figura 2, se comparan los resultados de los
pacientes agrupados en neuropatia éptica desmielinizante y en axonal. En las
neuropatias Opticas desmielinizantes se encuentran descensos significativos
(p<0.01) en las densidades de los anillos A1-A3. En este grupo, el descenso de
la densidad se atenua con la excentricidad de los anillos. Asi, la reduccion de la
densidad del anillo central (A1) fue del 39% y la del mas periférico (A5) del 19%.
En el grupo de neuropatia axonal, el descenso fue mas homogéneo en todos los
anillos, con reducciones medias sobre el 30%. En este grupo, la disminucién de
la densidad fue significativa (p<0.01) en los anillos A2-A4. Las latencias de las
ondas N1 y P1 fueron, de forma global, similares a los encontradas en los
sujetos control. Aun cuando no se observé significacion estadistica, en el grupo
de neuropatia axonal las latencias de las ondas N1 y P1se encontraron

ligeramente retrasadas.

Discusion

A diferencia de las técnicas electrofisioldgicas precedentes (15), la mfERG
valora la actividad eléctrica focal de la retina externa, principalmente de los
fotorreceptores y las células bipolares (12). Esto, permite detectar alteraciones
retinianas no muy extensas vy dificles de evaluar con las técnicas
neurofisiolégicas que miden la actividad eléctrica global de la retina (16). En los
trabajos publicados, de forma general se ha considerado que el registro de
primer orden o Kernel 1, al valorar la funcion de células bipolares y
fotorreceptores, no se afecta de forma significativa en las neuropatias 6pticas
(16). No obstante, se ha sugerido que la patologia del nervio 6ptico puede influir
en la morfologia de las ondas en el topograma, sin alteracién en los valores de
latencia o de densidad eléctrica. No obstante, esta inferencia se basa
principalmente en estudios experimentales con animales, principalmente en
macacos tras la inyeccion intravitrea de tetradotoxina y en gatos tras seccion del

nervio optico y con resultados no concordantes en algunos casos (2, 14).
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También hay casos aislados en series de pacientes, pero no existe en la
literatura una serie amplia de pacientes con neuropatia optica y registro mfERG.

En nuestro estudio hemos valorado mediante mfERG pacientes con
neuropatia Optica de distintas etiologias. Segun lo establecido previamente, al
tratarse de patologias que afectan fundamentalmente a las células ganglionares
O a sus axones no tendriamos que encontrar alteraciones cuantitativas
significativas en kernel 1 y si que estaria dentro de lo previsible una alteracion
en la morfologia de las ondas. Sin embargo, los hallazgos de este estudio han
mostrado alteraciones cuantitativas en la mayoria de los pacientes, que afecta
principalmente a la densidad eléctrica y mas intensamente en el anillo 1. Estos
resultados pueden explicarse desde el punto de vista fisiolégico si tenemos en
cuenta la retina como una unidad funcional. Es conocido que tras una lesion en
las células de retina externa existe una remodelacion funcional y estructural de
la retina en su conjunto [3]. En patologias degenerativas que afectan a los
fotorreceptores, como la retinosis pigmentaria, tras la muerte de los mismos
ocurren una serie de cambios que afectan a todos los componentes de la retina.
De esta forma, aparecen nuevas sinapsis, las células de la capa externa migran
hacia capas mas internas y viceversa, con el resultado final de una remodelacién
completa de la retina.

En diversas neuropatias se ha podido comprobar cémo tras una lesion en
el nervio oOptico se produce una muerte y degeneracidon de las células
ganglionares [5, 24]. Por ejemplo, en el caso de la esclerosis multiple
(enfermedad inflamatoria del sistema nervioso central), en el que existe con
frecuencia una afectacion del nervio Optico, se ha podido demostrar por
tomografia de coherencia éptica una pérdida de células ganglionares y de sus
axones [23]. En estudios postmortem, se ha comprobado que ademas de la
pérdida de células ganglionares existe una atrofia de otras capas de la retina con
pérdida de células bipolares y horizontales [8]. Se ha postulado que esta
pérdida neuronal es consecuencia de una degeneracion retrograda
transneuronal. A pesar de que no parece existir una disminucion asociada de
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fotorreceptores, los cambios anteriormente descritos podrian inducir una
remodelacion funcional de la retina externa, modificando asimismo su actividad
eléctrica. Desconocemos el motivo por el cual en nuestros resultados se observa
un patron diferente de alteracion en la actividad eléctrica en retina externa segun
predomine el dafo axonal o sea eminentemente desmielinizante. Como se
puede apreciar en la figura 2, el descenso de la densidad eléctrica es mas
homogéneo en el subgrupo de neuropatia axonal. Dado que los resultados
presentes provienen de una muestra pequefa y heterogénea, seria conveniente

ampliar el estudio con un mayor niumero de casos para confirmar este aspecto.

Conclusiones

En pacientes con neuropatia optica existe una alteracién en la funcion de
los componentes mas externos de la retina, que en la mfERG, se evidencia con
respuestas de menor densidad y con la presencia de ondas polifasicas. Seria
muy interesante investigar en futuros estudios si estas alteraciones se deben o

no a una afectacion retrégrada de la retina inducida por la enfermedad.
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La electrorretinografia multifocal (MfERG) es una nueva técnica electrofisioloégica que permite
obtener un mapa topografico de la actividad eléctrica de la retina. El objetivo de este trabajo ha
sido analizar la retina de pacientes con retinosis pigmentaria mediante esta técnica. Se utilizé
como estimulo una matriz de 61 hexagonos, con cambios de luminancia, que subtiende 60° de
angulo visual. Todos los pacientes estudiados mostraron areas retinianas con respuesta eléctrica
disminuida y/o indetectable. EI nimero y localizacion de las areas alteradas vario entre los
pacientes, reflejando la gravedad de la enfermedad, asi como la existencia de importantes
diferencias interindividuales. Estos resultados muestran la utilidad de la electrorretinografia
multifocal para determinar la localizacion de las alteraciones degenerativas de la retina en los
pacientes con retinosis pigmentaria y que no pueden ser evidenciadas por técnicas precedentes.

Introduccion

El término de retinosis pigmentaria (RP) se utiliza para designar a un
grupo de enfermedades degenerativas hereditarias de la retina que conlleva a
una pérdida lenta y progresiva de la vision. En Espaia, se estima en 15.000 el
numero de afectados y en 500.000 las personas portadoras de los genes
defectuosos y que son potenciales trasmisores de esta enfermedad [2]. En el
mundo, la RP afecta a una entre 3.500 y 4.000 personas [13].

La RP se caracteriza por una pérdida inicial de los fotorreceptores y la
alteraciéon del epitelio pigmentario, seguida de una progresiva degeneracion vy
atrofia de la retina en todas sus capas. Existen diferentes formas clinicas de RP.
En la forma clinica mas frecuente, denominada baston-cono, los bastones son
los fotorreceptores mas afectados. En una fase temprana, se manifiesta con

ceguera nocturna y reduccion periférica del campo visual. A medida que avanza
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la enfermedad se afectan los conos, produciéndose pérdida de la agudeza visual
y alteracion en la vision de colores [15]. En el tipo de retinosis denominado cono-
baston, existe una alteracion simultanea de conos y bastones y muestra en un
estadio temprano una mayor pérdida de la vision central. No obstante, los
sintomas visuales son panretinianos y a menudo incluyen pérdida de la vision
nocturna y del campo visual periférico [15]. El grado de afectacion visual es
variable para ambas formas, siendo posible la ceguera en la fase mas avanzada.
A parte de estas dos formas de RP, consideradas como tipicas ya que las
alteraciones estan restringidas a la retina, existen formas complejas o
sindromicas en las que los pacientes tienen también alteraciones asociadas no
oculares como son los sindromes de Usher, Bardet-Biedl, Refsum, Bassen-
Kornzweig y Kearns-Sayre o las enfermedades de Batten, Alstrom y la
mucopolisacaridosis [13, 15]. Las alteraciones genéticas en la RP son multiples y
el numero de mutaciones descritas se incrementa continuamente [1, 15]. Hasta
el momento, se han identificado 59 genes relacionados con la RP [1]. Estos
genes codifican proteinas que intervienen en diversos aspectos de la fisiologia
visual como es la fototransduccion, el ciclo visual y la transcripcion y/o estructura
de los fotorreceptores. La RP presenta diversos patrones de herencia y algunos
genes parecen tener mas de un modo de transmision. Las estimaciones de los
tipos de herencia de la RP varian segun los diversos estudios y oscilan entre 20-
41% para los casos de herencia autosdmica recesiva,15-20% los de autosémica
dominante,10-22% ligada al cromosoma X, mientras que el 12-55% restante
seria para formas esporadicas, no asociadas a historia familiar, y catalogadas
como simples [1, 3, 17]. La edad de comienzo, el grado de progresion y la
presencia 0 ausencia de enfermedades oculares asociadas estan
frecuentemente relacionados con el modo de herencia. Ademas, la apariencia
clinica puede variar incluso para una misma mutacion entre los miembros de una
familia o entre distintas familias [1].

La electrorretinografia tipo Ganzfeld (ERG) es la técnica que
habitualmente se utiliza para el diagndstico y tipificacion de la RP ya que analiza

de forma objetiva el estado funcional de los fotorreceptores [10]. Mediante
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electrodos corneales, se registra la respuesta eléctrica de los bastones a
estimulos luminicos proyectados en la retina tras un periodo de adaptacion a la
oscuridad y la de los conos a estimulos luminicos de mayor intensidad, tras un
periodo de adaptacién a la luz.

En 1992, Sutter y Tran desarrollaron una técnica electrofisiologica que
permite el estudio focal de la retina y no de manera global como lo hace la ERG.
Esta nueva técnica denominada electrorretinografia multifocal (mfERG) consiste
en la estimulacion local simultanea de diferentes areas de la retina permitiendo la
obtencién de un mapa topografico de la actividad eléctrica de dichas zonas [18].
Se utiliza como estimulo un patrén de 61, 103 o 241 hexagonos, de mayor
superficie cuanto mas periféricos, que alternan de blanco a negro de forma
pseudo-randomizada y que se presentan en una pantalla de luminancia
constante. De cada area estimulada se obtiene un registro que consiste en una
onda bifasica con un componente negativo inicial (N1) seguido de un pico
positivo (P1). EI componente N1 esta producido por la despolarizacion de las
células bipolares tipo ON, mientras que el pico P1 depende de la despolarizacion
de las células bipolares tipo ON y OFF y de la recuperacién de las células
bipolares tipo ON, por este orden [9]. Al tratarse de una prueba topogréfica,
ademas de la amplitud y latencia de onda se obtiene la densidad de la respuesta
retiniana de cada hexagono expresada en nanovoltios por grado al cuadrado
(nV/deg2). Aun cuando las sefales obtenidas mediante mfERG se denominan
habitualmente como respuestas, conviene sefialar que estas no son potenciales
eléctricos obtenidos directamente de las areas retinianas, sino que son
inferencias matematicas derivadas de una funcién de correlacion cruzada entre
la sefal obtenida y el patron que aparece en la pantalla. Es importante destacar
que debido al alto nivel de luminancia y a la alta frecuencia de estimulacion
utilizada, la mfERG estudia principalmente la actividad de los conos. En resumen
y a diferencia de técnicas precedentes, la mfERG permite un analisis topografico
detallado de la actividad eléctrica de la retina y la localizacion de las areas
alteradas [11, 12]. EIl objetivo de este trabajo ha sido estudiar la retina de

pacientes con RP mediante la técnica de mMfERG, disponible en nuestro
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Laboratorio de Neurociencia Visual y Cognitiva, del Instituto de Neurociencias de
la Universidad de Granada. Localizar las zonas de la retina alteradas en los
pacientes de RP es especialmente relevante ya que puede orientar la aplicacion

intraocular de los futuros tratamientos para esta enfermedad.

Métodos

Sujetos. Se estudiaron 6 pacientes de RP (5 mujeres y 1 varon, de edades
comprendidas entre 20 y 61 afos). Ninguno de los pacientes presentaba otra
patologia visual asociada. Todos los sujetos dieron su conformidad para

participar en este estudio.

Material y procedimiento. La mfERG se realizé con el equipo Diagnosys
(Diagnosys LLC, Lowell MA, USA) y siguiendo las recomendaciones de la
Sociedad Internacional de Electrofisiologia Clinica de la Vision (ISCEV) [5]. Los

pacientes se sen-

Viewing angle (deg)

taron a 33 cm de
la pantalla de
estimulacion.  El
estimulo utilizado

fue una matriz de

61 hexagonos que

subtiende 60° en Figura 1. Patrén de estimulacion utilizado. A la izquierda se muestra el
la retina (Fig.1). estimulo empleado consistente en 61 hexagonos y a la derecha el campo

\ ... visual estimulado.
Los filtros utili-

zados fueron de 10 Hz y 100 Hz. Los estimulos se proyectaron en un monitor
LCD, con una secuencia m de 14 bits a 75 Hz. La cadencia de los estimulos esta
disefiada de manera que cada hexagono tiene aproximadamente un 50% de
probabilidades de ser blanco o negro en cada pantalla. La luminancia de los

hexagonos blancos fue de 800 cd/ m2, la de los negros 0 cd/m2 y la del fondo

32 de 250 @




Estudio de pacientes con retinosis pigmentaria mediante mfERG

fue de 400 cd/m2. Las senales eléctricas se obtuvieron mediante electrodos
corneales de fibra DTL (Diagnosys LLC, Lowell MA, USA) y se amplificaron con
una frecuencia de muestreo de 1.200Hz. La respuesta correspondiente a cada
region de la retina se obtuvo mediante un analisis kernel de orden 1 de la
relacion existente entre la fluctuacion del campo eléctrico y los cambios de
luminancia de cada hexagono. Como se ha comentado anteriormente, esta
respuesta consiste en una onda bifasica con una deflexion negativa inicial
denominada N1, seguida de un pico positivo denominado P1. Se midio la

latencia (ms) y amplitud (nV) de la onda P1 para cada respuesta individual, asi
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Figura 2. Numeracion de hexagonos. A la izquierda se muestra la numeracion que identifica a los

61 hexagonos. En el centro la agrupacion en 5 anillos y a la izquierda las ondas N1 y P1 promedio
de cada anillo.

como la densidad eléctrica (nV/grado2) de cada area estimulada. En los casos
en que se obtuvieron respuestas para la mayoria de los hexagonos, también se
realizé un analisis agrupando las 61 respuestas en 5 anillos concéntricos, tal y
como se muestra en la figura 2, y numerados del 1 al 5. La onda que se obtiene
en cada anillo es un promedio de las ondas que lo integran, salvo para el anillo

1, que corresponde a la respuesta del hexagono central (hexagono 31).

Resultados

Tres de los pacientes (R1-3) mostraron sefales detectables en todos los

hexagonos presentados, aun cuando para algunos de los mismos la morfologia
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Figura 3. mfERG. A la izquierda se muestran las ondas correspondientes a
ondas p0|i— cada hexagono y a la derecha la reconstruccién tridimensional del registro

fasicas en di- obtenido con mfERG en el paciente R3. Se puede apreciar la falta de actividad
Versos hexa- eléctrica en el tercio inferior de la retina.
gonos, especialmente en el tercio inferior de la retina. Esto se muestra como una
zona de muy baja densidad en la porcion inferior de la representacion
tridimensional (Fig. 3).

En estos tres pacientes, se pudo realizar un analisis por anillos. Los
valores de densidad obtenidos en los anillos 1-5 en estos pacientes fueron 49.2,

16.6, 10.5, 7.3 y 6,9 nV/grado2, respectivamente para R1; 47.1,21.5,11,9,6.8y

Figura 4. mfERG. A la izquierda se muestra la reconstruccion tridimensional y a la derecha la
bidimensional del registro obtenido con mfERG en el paciente R4. En esta figura se pueden

apreciar zonas retinianas aisladas con actividad eléctrica mantenida.
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5.5 nV/grado2, respectivamente para R2 y 20.6, 10.4, 4.9, 3.5 y 3.3 nV/grado2,

respectivamente para R3.

En los 3 pacientes restantes (R4-6), se encontré una onda bifasica N1-P1
en el hexagono 31 (central) y en algunos hexagonos adyacentes. En estos
casos, la mayor densidad se obtuvo también en el hexagono 31 y la
reconstruccién tridimensional mostré un pico central rodeado de un area de muy
baja densidad (Fig. 4). En el paciente R4, cuyos resultados se muestran en la
figura 4, se encontraron ondas de morfologia predominantemente bifasica en los
hexagonos 15, 24, 31 y 40; en el paciente R5 en los hexagonos 30, 31y 32 y en
el paciente R6 en los hexagonos 22, 23, 31, 32 y 39.

Discusion

A diferencia de las técnicas electrofisiolégicas precedentes, la
electrorretinografia multifocal permite obtener un mapa topografico de la
actividad eléctrica de la retina. En nuestro estudio, de cada sujeto se analizaron
61 areas retinianas, bien individualmente o agrupadas en 5 anillos concéntricos.
Asi, en los pacientes RP1-3, que presentaron respuestas registrables en la
mayoria de los hexagonos se pudo realizar un analisis por anillo. Lyons y
Severns [8] han establecido unos limites de normalidad de los cocientes de
densidad entre el anillo 1 y el resto de anillos, siendo estos 2.6, 4.5, 69y 7.7
para los cocientes 1/2-1/5, respectivamente. Valores superiores a los
mencionados se consideran anormales. Aplicando este tipo de analisis, el
paciente R1 mostré valores superiores a los normales en los cocientes 1/2 'y 1/3,
el paciente R2 en los cocientes 1/4 y 1/5, mientras que R3 mostrd valores
normales en todos los cocientes. Aun cuando la disminucion de los valores de la
densidad es un hecho caracteristico de la RP [7, 9], nuestros datos muestran
ademas una alteracion muy heterogénea del mfERG en los pacientes

estudiados. Esto refleja una gran variabilidad en el grado de afectacion de la
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retina de los mismos.

En los pacientes R4-6, la mayoria de las respuestas de los hexagonos
analizados mostraron una morfologia anormal de aspecto polifasico. Asi, solo se
encontraron respuestas con morfologia bifasica en algunos hexagonos aislados
y que variaron segun los pacientes. Este tipo de registro multifocal refleja un
estado avanzado de la enfermedad. La presencia de registros con ondas
bifasicas en areas dispersas de la retina indica una funcion preservada de los
conos de dichas areas. Las diferencias entre los pacientes de RP en la
localizacion de areas con funcionalidad preservada pueden deberse a la
variabilidad interindividual de la densidad de conos en la retina. Asi, se ha
estimado que, en sujetos normales, la densidad de conos de la févea varia entre
100.000 y 320.000 conos/mm2 [4]. Ademas, pueden influir las variaciones
debidas a una diferente degeneracion de fotorreceptores asociada a la edad [14]
y a la duracion y gravedad de la enfermedad.

Aun cuando en la actualidad no existe tratamiento para la RP, diversas
estrategias terapéuticas estan siendo investigadas con el objetivo de frenar la
evolucién de la RP y/o restaurar la pérdida de vision [16]. Asi, para la fase inicial
de la enfermedad se estan investigando diversas terapias génicas o
farmacoldgicas que corrijan las alteraciones que las mutaciones causantes de la
RP producen en el ciclo visual. Otras lineas de investigacion tratan de evitar la
muerte de los fotorreceptores mediante factores neurotroficos o antiapoptoticos
que reduzcan la produccion de sustancias retinotoxicas y que limiten el dano
oxidativo. Finalmente, y para fases mas avanzadas de la enfermedad, se estan
investigando las posibilidades terapéuticas de implantes de tejido retiniano o de
células madre. En la mayoria de estos tratamientos se requiere la aplicaciéon
intraocular de capsulas que liberen los agentes terapéuticos. En este sentido,
cuando estos tratamientos estén disponibles para su aplicacién en humanos, la
identificacion previa mediante mfERG de las areas de actividad preservada y
alterada en la retina de los pacientes de RP sera clave para guiar la aplicacion
adecuada de la terapia elegida, asi como para la evaluacién posterior de su
eficacia.
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Conclusiones

Nuestros resultados muestran, en primer lugar, que todos los pacientes
estudiados presentan alteraciones en el registro obtenido mediante mfERG y, en
segundo lugar, que existe una gran variedad interindividual en la topografia de
las alteraciones retinianas. Este ultimo aspecto debera ser tenido en cuenta

cuando, en un futuro, se comiencen a aplicar terapias en los pacientes con RP.
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En la practica clinica se puede observar como los pacientes con fibromialgia, de manera
frecuente, aquejan sintomas y signos gastrointestinales persistentes, en la mayoria de
casos inespecificos o dificiles de catalogar en una patologia concreta. La literatura
cientifica ha descrito, en diversas ocasiones, las caracteristicas y frecuencia de
sintomas gastrointestinales en estos pacientes y diversos estudios han observado la
frecuente coexistencia del sindrome de intestino irritable en estos pacientes. Escasos
trabajos han valorado otros signos y sintomas gastrointestinales inespecificos en la
fibromialgia. Actualmente se han propuesto algunos mecanismos patogénicos
potencialmente responsables de esta sintomatologia como pueden ser el
sobrecrecimiento bacteriano en intestino delgado (SIBO), la alteracion de la
permeabilidad intestinal y la intolerancia al gluten.

Introduccion

La fibromialgia (FM) es un sindrome crénico de etiologia mal conocida
caracterizado por dolor generalizado, sensibilidad muscular, disminuciéon del
umbral de dolor a la presion y otros estimulos, fatiga cronica y trastornos del
suefio (insomnio y/o suefio poco reparador). Otros sintomas tipicos de la
fibromialgia son la rigidez matutina, la fatiga y los problemas cognitivos [1].
Sumado a todo esto, los pacientes con fibromialgia frecuentemente presentan
sintomas y signos gastrointestinales, desconociéndose, de momento, si se trata
de una patologia gastrointestinal comérbida con la fibromialgia o si podria ser
parte del espectro sintomatoldgico del propio sindrome fibromialgico. El objetivo
del presente trabajo consiste en realizar una revision sobre las caracteristicas y
frecuencia de presentacion de la sintomatologia gastrointestinal en la

fibromialgia, asi como de sus posibles mecanismos etiopatogénicos.
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2.Caracteristicas y frecuencia de presentacion.

El primer estudio que describe la sintomatologia gastrointestinal que
acompanfa a la fibromialgia fue publicado por Yunus et al. [2] en 1981, en el que
se observo la alta frecuencia de sintomas gastrointestinales y su posible
asociacion con el sindrome de intestino irritable (una prevalencia del 34% en
pacientes con fibromialgia en relacion al 8% presente en controles sanos).

Un analisis mas exhaustivo fue realizado por Triadafilopoulos et al. [3], en
1991, quienes analizaron los sintomas gastrointestinales que presentaban los
pacientes con fibromialgia en comparacion con otros dos grupos: enfermedad
articular degenerativa y sujetos sanos. Los datos obtenidos fueron que el 73% de
los pacientes con fibromialgia padecia alguna alteracién de la funcion intestinal
en comparacion con el 37% de los pacientes con enfermedad articular
degenerativa y ninguno en el grupo control(P<0,001). El 63% de los pacientes
con fibromialgia padecia alternancia diarrea-estreiimiento en contraste con el
24% de los pacientes con enfermedad articular degenerativa y ninguno de los
controles. Otros sintomas relevantes que se recogieron en el grupo de
fibromialgia fueron gases abdominales (59%), nauseas (21%), diarrea (9%) y
estrefiimiento (12%). Asimismo se observo que el uso de laxantes era frecuente
entre los pacientes con fibromialgia (19%) mientras que se hallaba practicamente
ausente en el resto de grupos. Otro dato destacable fue el empeoramiento de la
sintomatologia gastrointestinal en momentos de exacerbacion de la enfermedad.
La prevalencia de esta exacerbacion fue descrita en el 50% de los pacientes con
fibromialgia y en el 28% de los pacientes con enfermedad articular degenerativa.

La fibromialgia y el sindrome de intestino irritable son patologias que
representan el 30% o mas de las consultas de reumatologia y gastroenterologia.
Un estudio de Veale et al. [4], en 1991, tuvo como objetivo comparar las
condiciones clinicas entre cuatro grupos de pacientes: fibromialgia, sindrome de
intestino irritable, artritis inflamatoria, y patologia intestinal inflamatoria
(provenientes de un diagndstico de sindrome de Crohn o colitis ulcerosa). Estos

grupos fueron comparados entre si y respecto a otro grupo control de sujetos
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sanos. Los resultados del estudio indicaron que el 70% de los pacientes con
fibromialgia padecia sindrome de intestino irritable mientras que el 65% de los
pacientes con sindrome de intestino irritable padecia fibromialgia. En la totalidad
del grupo control, que incluia a los sujetos sanos, los enfermos con artritis y los
enfermos con patologia intestinal inflamatoria, unicamente el 12% de los sujetos
presentaba fibromialgia y un 10% sindrome de intestino irritable. En conclusion,
los resultados indicaron una frecuente coexistencia de ambas patologias v,
aunque los mecanismos patogénicos comunes entre ambas patologias siguen
sin ser claros, los autores sugieren examinar en futuros trabajos la eficacia de
una dieta alta en fibra (de eficacia demostrada en pacientes con sindrome del
intestino irritable) para pacientes con fibromialgia y de un plan de ejercicio y
bajas dosis de amitriptilina (de eficacia demostrada en pacientes con
fibromialgia) para pacientes con el sindrome de intestino irritable.

Posteriormente, Sivri et al. [5] avalaron la coexistencia del sindrome de
intestino irritable con la fibromialgia comparando pacientes fibromialgicos con
sujetos sanos. Los resultados del estudio fueron que los sintomas asociados al
sindrome de intestino irritable fueron referidos por el 41,8% de los pacientes en
comparacién con el 16% del grupo control (P<0,05). De manera mas detallada,
observaron que el 38,2% de los pacientes con fibromialgia padecia dolor
abdominal mas de 6 veces al ano, el 45,5% presentd distension abdominal, el
30,9% padecia sensacidon de evacuacion incompleta, el 30,9% presento
estrefiimiento y el 7,3% diarrea. Los autores concluyeron, al igual que el resto de
autores anteriores, que la fibromialgia y el sindrome del intestino irritable
coexisten frecuentemente y que podrian existir mecanismos patogénicos
comunes a ambas patologias.

Una revision realizada por Chang [6], en 1998, senalé que el 50% de los
pacientes con fibromialgia padecia dispepsia funcional y un 70% experimentaba
sintomas tipicos del sindrome del intestino irritable. Ademas, analizé las
semejanzas y diferencias entre los pacientes con fibromialgia que padecen
sintomas gastrointestinales y pacientes con sindrome del intestino irritable,

llegando a la conclusion de que la mayoria de ellos experimentan la
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exacerbacion de los sintomas gastrointestinales en periodos estresantes de la
vida. Asimismo, ambos tipos de pacientes sufrian trastornos del suefio y fatiga, y
el tratamiento con antidepresivos triciclicos en bajas dosis y/o la psicoterapia
mejoraban la sintomatologia. A pesar de esta similitud, reflejo diferencias en las
respuestas a la percepcion somatica y a los estimulos viscerales entre ambos
grupos.

Un trabajo de Sperber et al.[7] analizé |la coexistencia de fibromialgia en
pacientes con sindrome de intestino irritable y viceversa, teniendo en cuenta
como afecta a la calidad de vida la presentacion de ambas patologias. Los
resultados del estudio fueron que el 31,6% de los pacientes con sindrome de
intestino irritable padecia fibromialgia en comparacion con el 4,2% de los
controles, en tanto que el 32% de los pacientes con fibromialgia sufria de
intestino irritable. Respecto al cuestionario de calidad de vida, los pacientes que
presentaban ambas patologias obtuvieron peores resultados en los items de
bienestar global, alteracion del sueno, frecuencia de visitas al médico, dolor,
ansiedad y gravedad global que aquellos que padecian soélo una de ellas.

Kurland et al. [8] realizaron el primer estudio que investigo la frecuencia
del sindrome de intestino irritable en pacientes con fibromialgia comparando los
criterios diagnosticos de Roma | respecto a los de Roma Il (establecidos estos
ultimos después de la modificacion de 1999 para el diagndstico de trastornos
funcionales intestinales), utilizando como grupo control a pacientes afectos de
otras patologias reumaticas. Encontraron que el 63% de los pacientes con
fibromialgia, frente al 15% de los controles, padecia sindrome de intestino
irritable bajo los criterios diagndsticos de Roma |, siendo las proporciones del
83% y del 16% respectivamente cuando se aplicaron los criterios diagnésticos de
Roma lI; las diferencias fueron estadisticamente significativas en ambos casos.

En 2009, Almansa et al. [9] evaluaron la sintomatologia gastrointestinal
presente en la fibromialgia y el papel potencial que ejerceria al respecto el
distrés psicolégico. Para la evaluacion de los pacientes se usaron dos
cuestionarios: evaluacion de trastornos funcionales gastrointestinales (criterios

Roma Il) para valorar la sintomatologia gastrointestinal y SCL-90 para evaluar
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trastornos psicologicos. Se evalud a un grupo de pacientes con fibromialgia en
comparacion con otro de sujetos sanos. Los resultados fueron que todos los
sintomas gastrointestinales analizados, a excepcion de los vomitos, fueron mas
frecuentes en los pacientes con fibromialgia. El 98% de los mismos presentaron
al menos uno de los trastornos funcionales gastrointestinales evaluados en
comparacién con el 39% de los sujetos control. El trastorno funcional que mas se
correlaciond en los pacientes con fibromialgia fue el sindrome del intestino
irritable. Los pacientes con fibromialgia presentaron una puntuacion mas alta
(estadisticamente significativa) en el SCL-90 en comparacion con los controles,
en especial los pacientes con incontinencia fecal.

Pamuk et al. [10] analizaron la sintomatologia gastrointestinal de los
pacientes con fibromialgia en relacion con dos grupos: artritis reumatoide y
sujetos sanos. Valoraron los datos teniendo en cuenta la alteracién de la calidad
de vida de los sujetos. El estudio aportaba datos que reflejaban un aumento de
la severidad de sintomas como eructos, reflujo, distension abdominal, sabor
amargo y vomitos en el grupo de fibromialgia en comparacion con los otros dos
grupos (P<0.01). La dispepsia abdominal provocaba mayor alteracion de la
calidad de vida en los pacientes con fibromialgia comparandola con los otros dos
grupos experimentales. La frecuencia de estrefiimiento fue mayor en pacientes
con artritis reumatoide (49%) que en la fibromialgia (29,6%) y los controles
(23,3%), aunque se observo un incremento mayor de la alteracion de la calidad
de vida relacionada con el estrefiimiento entre los pacientes con fibromialgia.

En resumen, en este apartado hemos podido observar como los pacientes
con fibromialgia presentan una elevada frecuencia de sintomatologia
gastrointestinal. Diversos estudios, desde hace dos décadas, han sehalado al
sindrome de intestino irritable como la patologia gastrointestinal mas frecuente,
postulandose que podrian tener un mecanismo patogénico comun. Al repasar la
literatura cientifica también podemos observar como se ha descrito otro tipo de
sintomatologia gastrointestinal inespecifica dificil de catalogar en un diagnéstico
concreto.
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3. Posibles mecanismos patogénicos

Hasta el dia de hoy, se desconoce el factor causal de las manifestaciones
gastrointestinales que con tanta frecuencia aquejan a los pacientes afectos de
fibromialgia. En los ultimos afos, sin embargo, se han apuntado algunos
mecanismos patogenéticos potenciales que a continuacion se detallan.

3.1. Sobrecrecimiento bacteriano en el intestino delgado (Small
Intestinal Bowel Overgrowth, SIBO).

El SIBO es un sindrome heterogéneo caracterizado por un incremento
anormal del numero de bacterias en el intestino delgado. La mayoria de los
autores [11] consideran el diagnostico del SIBO cuando hay mas de 105
CFU/mL. (CFU: Unidad Formadora de Colonias: expresa el numero relativo de
microorganismos de un taxon determinado en un volumen de un mililitro de agua
siendo el valor normal inferior a 104 CFU/mL. Dicho dato nos indica el grado de
contaminacion microbiolégica de un ambiente).

Existen varios mecanismos de defensa enddgena para prevenir el
sobrecrecimiento bacteriano: la secrecion gastrica de acido, la motilidad
intestinal, la valvula ileo-cecal, las inmunoglobulinas en la secrecién intestinal y
las propiedades bacteriostaticas tanto del pancreas como de la secrecion biliar.
La etiologia del SIBO suele ser compleja y se puede presentar asociada a
trastornos en los mecanismos protectores antibacterianos como la aclorhidria, la
insuficiencia pancreatica exocrina y los sindromes de inmunodeficiencia.
También puede estar asociado a anomalias anatomicas y/o trastornos de la
motilidad [11].

Entre las enfermedades que han sido relacionadas con el SIBO se
incluyen: la aclorhidria [12], la insuficiencia exocrina pancreatica [13-14], los
sindromes de inmunodeficiencia [15-16], la obstruccidon del intestino delgado
[13,17-18], el sindrome del intestino irritable [19], el sindrome del intestino corto

[20], la esteatohepatitis no alcohdlica [21], la esclerosis sistémica [22], la
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neuropatia autondmica en la diabetes mellitus [23-24], la enteropatia por
radiacion [25-26], la fibromialgia [27], la celiaquia [28], y la enfermedad de Crohn
[29].

Los sintomas relacionados con el SIBO incluyen distension abdominal,
diarrea, mala absorcion, pérdida de peso, flatulencias y desnutricion. En casos
severos, lesion de higado, anemias e hipocalcemia debido a una insuficiencia de
vitamina D y otras; aunque también puede cursar de manera asintomatica [11].

La prevalencia de SIBO en pacientes con fibromialgia fue evaluada en un
trabajo de Pimentel et al. [27] quienes estudiaron a 123 pacientes con
fibromialgia. En el 78% de los casos se encontro la presencia de SIBO. De estos
ultimos, 25 fueron sometidos a un tratamiento antibiotico tras el cual 11 de los
sujetos experimentaron una erradicacibn completa y los 14 restantes una
erradicacion parcial del sobrecrecimiento bacteriano. En cuanto a la
sintomatologia clinica, 22 de los 25 pacientes refirieron una mejoria de sintomas
gastrointestinales (distension, estrefiimiento, diarrea, gases intestinales y dolor
abdominal). Este estudio sugiere que diversos sintomas gastrointestinales que
frecuentemente presentan los pacientes con fibromialgia podrian deberse a un
sobrecrecimiento bacteriano en intestino delgado. Ademas, valora la mejora de
esta sintomatologia por medio de un tratamiento farmacolégico centrado en la
erradicacion del mismo.

Otro estudio posterior de Pimentel et al. [30] compardé a pacientes con
sindrome de intestino irritable y pacientes con fibromialgia usando el test de
hidrogeno en aire espirado para poder detectar un posible SIBO. Los resultados
obtenidos fueron que el 100% de los pacientes con fibromialgia presento
alteraciones en el test de hidrogeno en aire espirado en comparacion con el 84%
de los pacientes con sindrome de intestino irritable (P<0,05). También
destacaron la correlacion entre el grado de dolor somatico en pacientes con

fibromialgia y el nivel de hidrogeno que presentaron en el test (r=0,42, p<0,01).
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3.2. Alteracion de la permeabilidad intestinal.

La mucosa intestinal acttia como una barrera selectiva, que permite la
absorcion de los nutrientes presentes en el lumen y limita el acceso de
patdgenos, toxinas y antigenos de la dieta a la circulacion sistémica [31-32]. La
integridad de la barrera mucosa intestinal puede estar alterada en situaciones
patolégicas que se asocian con lesiones del epitelio. Tales alteraciones han sido
detectadas en modelos animales de dafo intestinal por agentes farmacolégicos,
nutricionales o infecciosos. En el ser humano, se han podido observar
alteraciones de la permeabilidad intestinal en la desnutricion, la enfermedad
celiaca, las patologias inflamatorias crénicas del intestino, el estrés, el SIBO y la
gastroenteritis [33-34].

Pimentel et al. [30] llegaron a la conclusidén de que existe correlacién entre
la intensidad del dolor en pacientes con fibromialgia y el sobrecrecimiento
bacteriano en el intestino delgado. Este sobrecrecimiento, a menudo, se asocia a
un aumento de la permeabilidad intestinal. Esta alteracion de la permeabilidad
intestinal tiene una relevancia fisiopatoldgica puesto que puede ser causa de una
estimulacion de las células inmunoldgicas y desempefiar un papel importante en
las causas de algunas enfermedades inflamatorias intestinales, alergias y artritis
[35]. Hasta ahora, el unico estudio que ha valorado la permeabilidad intestinal en
la fibromialgia fue realizado por Goebel et al. [36] quienes analizaron mediante
un “test de tres azucares” (sacarosa, lactulosa y manitol) el grado de absorcion
de los mismos para asi poder obtener como resultado la permeabilidad a nivel
gastroduodenal y del intestino delgado. El objetivo de este estudio fue determinar
si existia una alteracion de la permeabilidad intestinal en pacientes con
fibromialgia, para lo que se evaluaron tres grupos: pacientes con fibromialgia,
pacientes con sindrome de dolor regional complejo y sujetos sanos,
considerandose tanto a los pacientes con sindrome de dolor regional complejo
como a los sujetos sanos como grupos control. Contrariamente a lo esperado,
los resultados del estudio evidenciaron la existencia de una alteracion de la

permeabilidad gastroduodenal e intestinal en ambas patologias, aunque no en
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los controles sanos, concluyendo los autores que una alteracion de la
permeabilidad intestinal es un factor necesario pero no suficiente para provocar
una respuesta inmunolégica anormal por lo que habria que tener también en

cuenta otros factores adicionales.
3.3 Intolerancia al gluten.

La intolerancia al gluten en sujetos sin enfermedad celiaca ha creado
controversia en el mundo cientifico y ha sido descrita como “la tierra de nadie”
[37]. Pocos trabajos clinicos han evaluado adecuadamente el papel de gluten en
enfermedad gastrointestinal. Hasta ahora, los estudios se han limitado a lineas
celulares de cancer y estudios en animales. En humanos, dos ensayos clinicos
aportaron datos interesantes a una posible intolerancia al gluten sin ser celiaco.
En el primer estudio clinico, Wahnschaffe et al. [38] observaron que la retirada
del gluten de la dieta mejoraba la sintomatologia gastrointestinal que
presentaban sujetos sin celiaquia. Sin embargo, este estudio no fue controlado vy,
por otra parte, hubo un numero de pacientes con alteraciones intestinales en la
biopsia duodenal realizada; por lo tanto, no excluyé posibles celiaquias
oligosintomaticas. A pesar de estas deficiencias, sus resultados sugieren que la
intolerancia al gluten es una posibilidad real. En otro ensayo clinico, éste
aleatorizado y a doble ciego, Biesiekierski et al. [39] estudiaron dos grupos con
sujetos sin celiaquia (descartada ésta por tener los alelos DQ2 y DQ8 negativos
o por biopsia duodenal) pero que habian notado que su sintomatologia intestinal
mejoraba con una dieta exenta de gluten que seguian habitualmente. Uno de los
grupos fue expuesto a una dieta rica en gluten y otro a placebo. Los sujetos con
dieta rica en gluten experimentaron una exacerbacion de la sintomatologia
gastrointestinal en la primera semana de estudio, no observandose diferencias
en la permeabilidad intestinal, en los anticuerpos celiacos y en la sensibilidad del
PCR (Proteina C Reactiva).

Esta intolerancia al gluten, de la que la evidencia cientifica es limitada, ha

sido revisada recientemente por E.D. Newnham [40], quien concluye que la
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existencia de la intolerancia al gluten sin ser celiaco se muestra como una
posibilidad muy real. Newnham refiere que en la practica clinica se observa con
frecuencia que la sintomatologia gastrointestinal tipica del sindrome del intestino
irritable que presentan algunos pacientes sin marcadores positivos de
enfermedad celiaca suele responder de manera beneficiosa a una dieta libre de
gluten. Por ultimo, concluye mencionando un estudio en curso
(ACTRN12610000524099) en el que se valorara la patogénesis y el fenotipo
clinico de la intolerancia al gluten.

Segun el libro blanco de la enfermedad celiaca [41] la fibromialgia esta
considerada una enfermedad asociada a la celiaquia del adulto. Segun Zipser et
al. [42] la prevalencia de fibromialgia en pacientes con celiaquia del adulto es del
9%. En el sentido opuesto, no se han publicado estudios que hayan evaluado la
prevalencia de celiaquia en los pacientes con fibromialgia. La elevada
prevalencia de sintomas y signos gastrointestinales presentada por los pacientes
con fibromialgia sugiere la posibilidad de que formas oligosintomaticas de la
celiaquia del adulto o intolerancia al gluten sin celiaquia puedan ser
responsables de al menos una parte de la sintomatologia gastrointestinal
presente en estos pacientes. De confirmarse este hecho, una dieta exenta de

gluten podria ser beneficiosa en este subgrupo de pacientes.

4. Conclusiones

Los resultados descritos por los estudios revisados demuestran que la
existencia de signos y sintomas gastrointestinales es muy frecuente entre los
pacientes con fibromialgia. No obstante, a excepcién de aquellos trabajos que
evaluan la comorbilidad con el sindrome de intestino irritable, pocos estudios
analizan de manera exhaustiva otra sintomatologia gastrointestinal inespecifica y
que a menudo refieren los pacientes en la practica clinica. Actualmente, los
mecanismos patogénicos propuestos tienen una evidencia limitada debido a los
escasos trabajos publicados pero constituyen un punto de partida para lineas
futuras de investigacion.
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La enfermedad de Parkinson (EP) es una enfermedad neurodegenerativa que afecta al
control del movimiento voluntario, cuya causa es la muerte de las neuronas
dopaminérgicas de la parte compacta de la sustancia negra (SNpc). Actualmente, el
diagnéstico de la EP es fundamentalmente clinico, pero a pesar de que los signos y
sintomas de la EP son bien conocidos, se calcula que alrededor de un 25% de los
pacientes no estan bien diagnosticados. Por esta razon, existe una necesidad creciente
de busqueda de biomarcadores que permitan por un lado, un diagnéstico precoz de la
EP y por otro, que permitan seguir su progresion y diferenciarla de otras patologias
relacionadas (parkinsonismos).

El encuentro de marcadores especificos para la EP ayudaria no solamente a su
diagnéstico, sino ademas posibilitaria el desarrollo de terapias enfocadas a ralentizar,
detener o prevenir la patologia. El reciente descubrimiento de formas poligénicas de la
enfermedad y el hallazgo de compuestos bioquimicos en el SNC y en tejidos periféricos
que pueden reflejar la existencia de polimorfismos o los cambios que ocurren en la EP,
ha incrementado el interés por el estudio de los posibles biomarcadores de esta
enfermedad tan frecuente en personas mayores de 65 afios.

La presente revision bibliografica pretende dar una vision detallada sobre los
biomarcadores candidatos a nivel molecular investigados hasta el momento, evaluando
criticamente la literatura mas reciente.

Introduccion

La Enfermedades neurodegenerativas

El siglo XXI esta siendo testigo de un envejecimiento poblacional
importante, con una incidencia cada vez mayor en las sociedades mas
desarrolladas. Esto ha dado lugar a la llamada piramide poblacional invertida y
debido al continuo incremento del grupo de personas de edad avanzada, cada

dia son mayores las necesidades de mas cuidados y mayor inversion sanitaria.
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La calidad de vida en la poblacion senil viene determinada en gran parte por la
presencia o no de procesos patolodgicos relacionados con la edad, destacando
las enfermedades caracterizadas por un dafio neuronal acelerado, denominadas
enfermedades neurodegenerativas. Estas patologias contribuyen, de forma
importante, a la discapacidad en la poblacion humana y constituyen un problema
de salud creciente para el gasto sanitario de cualquier pais [9].

Entre las enfermedades Causas de las Enfermedades Neurodegenerativas

neurOdegeneratlvaS a las que Genéticas + Ambientales + Edad

se les esta dedicando mayor
atencion cabe destacar por su

alta incidencia la enfermedad Alteraciones metabolismo Alteraciones metabolismo
. . Proteinas: energético:
de Alzheimer (EA) seguida por N — AT

. Agregacion Dafo mitocondrial
la enfermedad de Parkinson Malplegamiento Estrés oxidativo

(EP). Otras enfermedades,

como la esclerosis lateral \ /
amiotrofica, la demencia fronto- Musrte caldlar
temporal y la enfermedad de Figura 1: Causas de las Enfermedades Neurodegenerativas.

Huntington afectan a un Los factores genéticos pueden causar o predisponer estas

enfermedades. Los factores ambientales (toxicos,

nimero mas reducido de pesticidas, farmacos, etc.), junto con las alteraciones

pacientes, aunque todas ellas propias de la edad, favorecen el desarrollo de este grupo de
tienen unas consecuencias enfermedades en sujetos predispuestos.

devastadoras sobre la salud.
Enfermedad de Parkinson

La EP ocupa el segundo lugar de enfermedades neurodegenerativas con
mayor prevalencia y el primero entre las alteraciones que afectan al movimiento.
Se observa con mayor frecuencia en edades por encima de los 60 anos,
afectando al 1% de esta poblacion, proporcion que aumenta con la edad [20]. En
cuanto al sexo, no hay un claro predominio.

Numerosos estudios poblacionales han documentado que es mas comun
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en los paises industrializados, y mas frecuente en Europa y América del Norte.
Entre los factores ambientales conocidos que incrementan el riesgo de
desarrollarla se encuentran la exposicion cronica a productos quimicos
industriales, hidrocarburos, manganeso, pesticidas o herbicidas y consumo de
agua de pozo entre otros.

Clinicamente, se caracteriza por presentar una serie de sintomas
cardinales como bradiquinesia, temblor en reposo, rigidez e inestabilidad
postural. Un gran numero de pacientes sufren también de alteraciones del
sistema nervioso autonomo, cognitivas y psiquiatricas [47]. Los principales
sintomas derivan de una pronunciada y selectiva pérdida de neuronas
dopaminérgicas en la SNpc. Patolégicamente se caracteriza por la presencia de
unas inclusiones citoplasmaticas formadas principalmente por agregados de a-
sinucleina (a-syn) y ubiquitina, que forman los denominados cuerpos de Lewy
(CL) y por la presencia de las neuritas distroficas o de Lewy [16].
Aunque la etiologia de la EP es desconocida en gran parte, entre los principales

factores postulados que contribuyen a la neurodegeneracion se incluyen
estrés oxidativo, agregaciéon proteica, disfuncion de las rutas del proteosoma,
alteracion mitocondrial y activacion de los factores inflamatorios [2]. Los factores
genéticos estan tomando

100

7 . ©
cada vez mas relevancia, © RIESGO PROGRESION
i r i i o
hablaremos de ellos & ® Diagnosis S
= { =
posteriormente. € o - \ =
Existen tres pre- o o
. o 40 - 6
sentaciones de la EP: _ o
° w
esporadica, familiar e 52 - / ks
iatrogénica. La EP es- <& Premotora — Sintomatica —>

0

poradica es la variedad Figyra 2. Grafica de la progresion de la enfermedad de

mas frecuente, constitu- Parkinson. En la fase premotora va disminuyendo el nimero de
células por la progresiva muerte neuronal, pero diversos

yendo el 95% de los i o o )
mecanismos de compensacion evitan la aparicién de sintomas
casos. Los expertos pos- motores. Cuando la pérdida neuronal es elevada (60-70%)

tulan que podria comienzan las alteraciones motoras (fase sintomatica).
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responder a un patrén poligénico multifactorial, en el que la interaccion entre
genes de riesgo y la exposicion a factores ambientales podria explicar su
etiologia, al menos en parte. Tanto en la variedad familiar como en la esporadica
el fenotipo es el mismo, aunque la heterogeneidad clinica de los pacientes
podria deberse al efecto acumulativo de diferentes interacciones génicas-
ambientales y/o intragénicas. La EP familiar afecta al 5-10% de los casos y tiene
un origen genético, con patrones de herencia dominantes y recesivos. Desde la
descripcion de la enfermedad en el siglo XIX, varias observaciones han puesto
de manifiesto agrupamiento familiar en los pacientes que padecen esta
patologia. Una de las primeras fue realizada por Gowers, quien reconocié que
existia una mayor prevalencia de la enfermedad entre los parientes de enfermos
de Parkinson [60]. Por ultimo, la EP iatrogénica aparece como un efecto adverso
tras la administraciéon de determinados farmacos o la exposicidn a neurotoxicos,

incluyendo herbicidas y pesticidas.

Biomarcadores

Un biomarcador es un indicador de un estado biolégico, una caracteristica
que es objetivamente medida y evaluada como un indicador de procesos
biolégicos normales, procesos patogénicos o respuestas farmacologicas a una
intervencion terapéutica.

En las enfermedades del sistema nervioso, los biomarcadores pueden
clasificarse en: clinicos, protedmicos, bioquimicos, genéticos y de neuroimagen
(Biomarkers Definition Working Group). Ademas, por su origen bioldgico
podemos englobarlos en biomarcadores procedentes del LCR, sangre, saliva,
orina y otros fluidos. Deben ser objetivos, econdmicos, accesibles y faciimente
cuantificables, y que se correlacionen con la presencia o con la severidad de la

enfermedad neurodegenerativa [29].
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La EP tiene una progresion lenta, y las primeras manifestaciones clinicas
aparecen cuando la pérdida neuronal ha alcanzado aproximadamente un 70%
[62].

Por tanto, el diagndstico se realiza muchos anos después del comienzo
del proceso neurodegenerativo. Debido a ello, una estimacion fiable del inicio de
la patologia resulta compleja, entre otras cosas porque el tejido afectado no
puede examinarse por biopsia. Por estas razones, las investigaciones actuales
se centran en la busqueda de biomarcadores que permitan un diagndstico
diferencial y precoz de la enfermedad, asi como nuevas percepciones sobre la
etiologia y su patogénesis. Es de absoluta necesidad contribuir a un mejor
diagndstico y seguimiento de la enfermedad, proporcionar un mejor conocimiento
sobre las rutas moleculares que subyacen a la patologia y mejorar las terapias
antiparkinsonianas.

En el caso de la EP, los biomarcadores deben relacionarse estrictamente
con la neuropatologia y los mecanismos causantes de la neurodegeneracion,
correlacionarse con su progresion evaluada mediante escalas clinicas, permitir el
seguimiento del estado actual de la patologia y estar preclinicamente validados y
confirmados por al menos dos estudios independientes, dirigidos por
investigadores cualificados que previamente hayan publicado sus resultados
(The German Society of Experimental and Clinical Neurotherapeutics).

Hasta la fecha no hay biomarcadores utiles y clinicamente validados para
la EP, salvo en el caso de las formas monogénicas (mutaciones), en las que al
menos los rasgos subyacentes de la enfermedad pueden ser inequivocamente
determinados por analisis genético. Sin embargo, incluso en estos pacientes, la
relacion entre el biomarcador y el desarrollo de la enfermedad es compleja,
debido a la variabilidad de la penetrancia [29]. La dificultad de la busqueda se
acentua cuando los pacientes son seleccionados con criterios clinicos, ya que
son etiolégicamente muy heterogéneos y presentan manifestaciones clinicas

muy variadas, tanto en el inicio como en la progresion de la enfermedad [76].
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Teniendo en cuenta que las caracteristicas neuropatologicas entre los
casos familiares y esporadicos de EP son muy similares, los cambios
moleculares que ocurren en la EP familiar seran probablemente similares a los
que ocurren en la EP esporadica. De ahi que dichas moléculas se hayan
considerado como biomarcadores candidatos de la forma esporadica. En
resumen, las alteraciones génicas, junto con factores ambientales, pueden
causar la modificacion de compuestos organicos existentes o la aparicion de
nuevas moléculas, que pueden analizarse en sangre y otros fluidos corporales
pudiendo ser utilizados como biomarcadores. A continuacion, se exponen los
principales candidatos investigados hasta el momento que reflejan cambios a
nivel molecular.

Biomarcadores bioquimicos

Marcadores de estrés oxidativo

Existen numerosas evidencias que relacionan los fendmenos de estrés
oxidativo con la EP. Sin embargo, aun se desconoce el papel que juega en la
neurodegeneracion, bien como evento primario que actua desencadenando el
proceso de muerte neuronal o bien como consecuencia de la interaccion de otros
procesos moleculares. Lo que parece claro es que participa en la propagacion
del dafo neuronal, oxidando lipidos, acidos nucleicos y proteinas, promoviendo
la activacion glial, fendbmenos inflamatorios y activando rutas de sefalizacion
intracelular que conducen a la apoptosis [3].

Una de las principales fuentes de radicales libres es la mitocondria.
Cuando se desacopla el transporte electronico en la cadena respiratoria, la
produccion de ATP disminuye y con él las defensas antioxidantes, aumentando
la concentracion de radicales libres. Estos cambios se deben fundamentalmente
a un déficit del complejo | mitocondrial, que es extremadamente vulnerable al
dafo oxidativo que ocurre de forma destacada en la SNpc de los pacientes con
EP [61].
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Los marcadores de estrés oxidativo han mostrado que en la sangre de
enfermos con EP hay o bien una produccién de radicales libres aumentada o un
fallo en los mecanismos de defensa en contra del dafio oxidativo [48]. Cuando
existe este desequilibrio, se produce la muerte de las células mas sensibles,
como es el caso de las neuronas dopaminérgicas de la SNpc. Aunque el estrés
oxidativo no puede medirse en el SNC, la determinacion periférica de
compuestos oxidados refleja el estado general del organismo. Ademas, el
seguimiento de los peroxidos circulantes puede utilizarse como indice de la
eficacia del tratamiento en cuanto al estrés oxidativo, que como se ha dicho, es
un importante factor etiopatogénico en la EP.

Los marcadores para la evaluacion del estrés oxidativo se dividen en
varias categorias: radicales libres, productos de la peroxidacion del ADN, lipidos
y proteinas, enzimas antioxidantes y sustancias antioxidantes de bajo peso

molecular [21].

Radicales libres

Ihara y cols., [37] encontraron un incremento en la concentracion de
radicales hidroxilo en el plasma de pacientes con EP. Otras especies reactivas
del oxigeno y del nitrégeno se han detectado en la SNpc y putamen de enfermos
de Parkinson. Si bien, la mayor parte de los estudios se han centrado en
determinar los compuestos organicos peroxidados que se detallan a

continuacion.

Compuestos oxidados
ADN: 8-0HdG

La 8-hidroxi-2-deoxiguanosina (8-O0HdG) es un producto procedente del
dano oxidativo del ADN. De entre los diferentes marcadores de ADN oxidado es
el mas frecuentemente analizado por su relacion con la susceptibilidad a padecer
alguna enfermedad neurodegenerativa [45]. Muchos estudios reflejaron niveles
aumentados de 8-OHdG en SNpc, suero, orina y LCR de sujetos con EP [49, 59]
apoyando la idea de que la habilidad para reparar el ADN danado podria verse
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comprometida a medida que avanzaba la enfermedad.

No obstante, la mayor parte de las investigaciones no tuvieron en cuenta
los niveles intracelulares de 8-OHdG ni tampoco controlaron los posibles factores
de confusion. Se ha sugerido que la presencia de 8-OHdG en orina podria ser
debida a la oxidacion de GTP y no necesariamente indicar dafo intracelular.
Ademas, parece ser un biomarcador no especifico de la EP ya que ha sido

descrito en otras enfermedades neurodegenerativas [11].

Lipidos: LPO y MDA

Uno de los fendbmenos mas estudiados es la peroxidacion lipidica. Las
neuronas son especialmente vulnerables a este fendmeno, ya que poseen una
mayor tasa de consumo de oxigeno debido a la respiracion mitocondrial
incrementada y presentan niveles bajos de defensas antioxidantes. Ademas, sus
membranas contienen una gran concentraciéon de lipidos poliinsaturados y
colesterol, macromoléculas con
mayor predisposicion a oxidarse
[57]. Las neuronas dopami-
nérgicas de la SNpc tienen
ademas esta susceptibilidad

8

aumentada, ya que durante el

mMol/mL
g/L

metabolismo de la dopamina y
de la neuromelanina (uno de
sus metabolitos), se liberan
grandes cantidades de perodxido
de hidrégeno, que por la
presencia de hierro y por una

Lactato

reaccion  tipo Fenton, se

convierte en radicales hidroxilo, Figura 3. Concentraciones plasmaticas de lipidos
peroxidados (LPO) y lactato; C: Controles; PKst: Grupo de
pacientes con EP sin tratamiento; PKct: Grupo de

potenciando la peroxidacion

|Ip|dlca en la membrana y la pacientes con EP con tratamiento. Diferencias respecto a

muerte celular [45]. controles; Media+ S.E.M** P <0,01; ** P <0,001.
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Lipidos peroxidados (LPO)

Niveles incrementados de LPO se han descrito en sangre periférica de
pacientes con EP [23] tanto recién diagnosticados como sometidos a tratamiento
con respecto a controles [1], observandose que fueron muy similares tanto en el
grupo tratado como en el no tratado (recién diagnosticado), por lo que podemos
deducir que los fendmenos de estrés oxidativo suceden y son importantes desde
estadios iniciales de la enfermedad y la terapia antiparkinsoniana no modifica
dicho estado oxidativo.

MDA

El malonil-dialdehido (MDA) es un producto de la degradacion metabdlica
de los lipoperoxidos. Concentraciones elevadas fueron observadas en el LCR
[38] y plasma de pacientes con EP [73]. Recientemente, se han encontrado
niveles disminuidos de este parametro en pacientes con EP avanzada tratados
con dosis altas de levodopa sugiriendo un papel protector del farmaco [12].

Proteinas

Las proteinas resultan dafiadas e inactivadas irreversiblemente por medio
de radicales libres. Son marcadas para su degradacion en los proteosomas, pero
pueden escapar de ello formando agregados de gran tamafio que van
acumulandose y saturando las vias de degradacion. La cantidad de grupos
carbonilicos existentes en una proteina es utilizada como marcador del dafo
oxidativo.
Algunas investigaciones han descrito una mayor concentracion de lipoproteinas

alteradas en plasma y LCR de pacientes con EP tratados [8].

Enzimas antioxidantes
SOD

La superéxido dismutasa (SOD) cataliza la dismutacién del ion superdxido
en oxigeno y peroxido de hidrogeno, luchando frente al estrés oxidativo. Marttila

y cols., [43] describieron un aumento de su actividad en la SNpc de enfermos de
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Parkinson, y Kushleika y cols. [40] detectaron un aumento significativo en la
expresion de una de sus isoformas en linfocitos de pacientes que consumieron
selegilina frente a aquellos que no la consumieron, sugiriendo un papel
neuroprotector del farmaco. Estudios posteriores mostraron que la actividad de la
SOD era normal en el LCR y eritrocitos de pacientes con EP [67], aunque en los
ultimos afnos se ha encontrado un incremento de su actividad sugiriendo una

regulacion positiva antioxidante para mantener el balance redox [4].

Glutation peroxidasa (GPx)

Es una de las principales enzimas antioxidantes celulares. Su
concentracion se ha visto disminuida en cerebros postmortem [35] y su actividad
atenuada en sangre periférica de enfermos de Parkinson [12], mientras que
resultados contradictorios han sido obtenidos en otros estudios [64, 67].

Una de las posibles explicaciones del incremento de GPx en estos enfermos
podria deberse a que la mayor parte de ellos se encontraban en fases
tempranas de la patologia, pudiendo deberse a mecanismos compensatorios.

Por otro lado, en modelos animales tratados con el toxico 6-hidroxidopamina, la
expresion de la GPx en las neuronas dopaminérgicas demostréo un efecto

protector [58].

Catalasa

Es una enzima que cataliza la descomposicion de peroxido de hidrogeno
en oxigeno y agua. Puesto que el peroxido de hidrogeno es catabolizado
principalmente por la glutation peroxidasa en el SNC, no ha sido muy estudiada
en la EP [4].

Sustancias antioxidantes:
Acido trico

El acido urico (AU) es un producto del metabolismo de las purinas.
Coexiste en los liquidos extracelulares en forma de urato y se le ha atribuido una

funcion antioxidante y neuroprotectora. Hay una fuerte correlacion entre la
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concentracion en el suero y en el LCR, siendo en el LCR un 7% > a la que existe
en el suero [53]. Un numero creciente de estudios han correlacionado elevados
niveles de AU en suero con bajo riesgo de desarrollar EP y un favorable indice
de progresion de la enfermedad, indicando que el AU podria ser un importante
biomarcador en la patofisiologia que subyace a la EP y sus distintos estadios
[15, 75]

Dos estudios cohorte basados en 2 tipos de poblaciones distintas revelaron que
la hiperuricemia jugaba un papel protector en el desarrollo de la EP [18, 19]. No
obstante, hay que destacar que las concentraciones de AU en sangre son muy

dependientes de los habitos alimenticios y del consumo de alcohol.

Vitaminas

Los investigadores han examinado el papel de los antioxidantes de la
dieta en la proteccion frente a la EP.
Se ha propuesto que la ingesta de alimentos ricos en vitamina A, E y C en altas
cantidades podria reducir el riesgo de padecer la enfermedad o enlentecer su
curso. Sin embargo, hasta el momento los resultados obtenidos son dispares y
controvertidos [10]

Marcadores de disfuncion mitocondrial

Lactato

La disrupcion del metabolismo aerdbico promueve la formacion de lactato
(LAC) fuera de la mitocondria a partir de piruvato, reduciendo el aporte
energético. En base a ello, la determinacion plasmatica de LAC se ha
considerado como un marcador util de disfuncién mitocondrial.

Nakagawa-Hattori y cols. [50] analizaron su concentracion y el indice
LAC/piruvato en LCR de pacientes con EP encontrando niveles aumentados
pero no significativos. Un reciente estudio ha demostrado niveles aumentados de
LAC tanto en pacientes con EP recién diagnosticados como sometidos a

tratamiento con respecto a sus controles [23].
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Marcadores de neuroinflamacion

La implicacion de la inflamacion en la patogénesis de la EP fue sugerida
inicialmente por McGeer y cols. [44] al describir la presencia de microglia activa
en cerebros de sujetos con EP. Ademas, la observacion de que los pacientes
tratados con AINES presentaban un riesgo 45% menor de sufrir EP, ha
corroborado la presencia de fendmenos inflamatorios en la patologia.

Trabajos posteriores demostraron niveles incrementados de citoquinas
proinflamatorias en el plasma, LCR, SNpc, estriado y otras estructuras de los
ganglios basales de pacientes con EP [72, 22].

Por otro lado, modelos experimentales de la EP han mostrado que si se
atenua la activacion de la microglia se puede proteger el 90% de las neuronas
dopaminérgicas que en otro caso hubieran iniciado procesos de apoptosis [70].
No obstante, el hecho de que la neuroinflamacion se haya considerado como un
sello histopatoldgico presente en otras enfermedades neurodegenerativas [68] y
que los resultados comentados no se hayan correlacionado con el estadio de la
enfermedad, hace que actualmente los marcadores inflamatorios no sean

reconocidos como biomarcadores especificos.

Biomarcadores proteomicos

a-Sinucleina (a-syn)

Estudios histolégicos mostraron que la a-syn es el principal componente
de las inclusiones intracitoplasmaticas de los CL [34]. Su presencia en las
neuronas de la SNpc supervivientes ha confirmado la enfermedad a nivel
patologico y se han considerado como el marcador molecular mas caracteristico.

Su funcidén no se conoce por completo, pero por su localizacién a nivel de
las membranas sinapticas, parece que interviene en la neutrotransmisién y en el

trafico vesicular. EI mecanismo por el cual los agregados de a-syn ejercen un
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papel neurotdxico sigue siendo desconocido. Se ha visto que la inhibicion del
complejo | mitocondrial conduce a la acumulacion de inclusiones de a-syn, [47].
Otro mecanismo propuesto es la interaccién de la proteina con la membrana
mitocondrial, induciendo la liberacién del citocromo c, lo que estimula la actividad
de la oxido nitrico sintasa que favorece el incremento de peroxinitritos que
oxidan y modifican a la membrana [54]. Por otro lado, la acumulacién y la
agregacion de la a-syn, origina un estrés proteolitico que posiblemente conlleve
a un fallo en la funcion del complejo ubiquitin proteosoma, un sistema intracelular
esencial para la eliminacién no lisosomal de proteinas de vida corta, mal
plegadas o mutantes, exacerbando la patologia [47]. Ademas, se ha observado
una disminucién en la expresién de las subunidades de dicho complejo en la
SNpc de pacientes con EP [14].

La importancia de la proteina a nivel diagndstico llevé a los investigadores
a identificarla en fluidos biolégicos y tejidos periféricos. En condiciones
fisioldgicas, la a-syn se encuentra en niveles altos en cerebro y en sangre y mas
bajos en LCR. Borghi y cols., [7] identificaron una forma monomérica con
anticuerpos anti-a-syn en LCR de enfermos de Parkinson, sin encontrar
diferencias significativas. En contraposicién, se ha descrito un descenso en los
niveles de la proteina en el LCR [48], observandose una fuerte correlaciéon
inversa entre los niveles de a-syn y la severidad de la EP [69].

La caracterizacion de la a-syn en sangre periférica también ha sido
interpretada por distintos grupos, llegando a resultados controvertidos. Las
investigaciones demostraron que esta proteina es abundante en plaquetas y que
el 90% de los eritrocitos la expresan [51], pudiendo ser la concentracion de a-syn
circulante paralela a la que hay en el cerebro, ya que los factores de
transcripcion GATA-1 del gen SNCA son los mismos en la eritropoyesis y en la
SNpc [63]. EI-Agnaf y cols. [27] observaron que la a-syn estaba incrementada en
suero de pacientes con EP, sugiriendo que podria tener una especificidad del
85% para detectar la enfermedad. Sin embargo, otros estudios no se
corresponden con lo anterior [41].

Varios factores podrian ser los responsables de dichos resultados

@ 69 de 250




Bandrés, Duran y Vives

conflictivos, incluyendo va-
riaciones en la deteccion, .
sensibilidad y precision de
cada experimento. Es
posible que los distintos
anticuerpos empleados en
los diferentes ensayos

detecten distintas especies

o — Sinucleina (ng/mL)

de proteinas, o bien que la °
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factor contaminante de las °
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firiendo en los resultados. _ _ o _ )
Figura 4. Concentraciones plasmaticas de a-sinucleina. C:

Controles; PKst: Grupo de pacientes con EP sin tratamiento;
progresion de la EP, no hay PKct: Grupo de pacientes con EP con tratamiento. Diferencias
respecto a controles; Media+ S.E.M**; P <0,05.

Con respecto a la

evidencias consistentes de
que estos niveles cambien en el curso de la enfermedad [36]. No obstante, la
elevacion de la proteina en fases iniciales de la enfermedad, hace que su
determinacién tenga valor diagndstico [24]. Hay sugerencias de que la a-syn
podria ser usada para distinguir la EP de otros desdrdenes de movimiento y
demencias [46], pero el poder discriminatorio es limitado. A dia de hoy, no se
puede proponer la a-syn como biomarcador especifico puesto que no se ha
estudiado en profundidad en otras enfermedades neuroldgicas.

Estudios mas actuales estan tratando de distinguir las formas normales de
las patologicas (fosforiladas y agregadas). Se ha propuesto que la a-syn
fosforilada podria ser un biomarcador de la EP. En los CL, el 90% de la a-syn

esta fosforilada en Ser-129 y en el cerebro normal esta proporcién es del 4%
[28].
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DJ-1

Es un oncogen que da lugar a una proteina multifuncional involucrada en
varios procesos celulares incluyendo la respuesta al estrés oxidativo. Desde el
descubrimiento de que existia una asociacidon sus mutaciones y formas
familiares recesivas de EP [39], las investigaciones han ido encaminadas al
posible papel de esta molécula en la patogénesis.

Varios estudios argumentaron niveles aumentados en cerebro, LCR y
plasma de pacientes con EP [13, 71]. Sin embargo, también existen resultados
contradictorios en la literatura reciente [36].

Otros biomarcadores proteémicos

La investigacién esta progresando en distintas direcciones en busqueda
de nuevos biomarcadores protedomicos de utilidad. Entre ellos podemos
destacar: la fractalkina (un marcador de inflamacion), el ligando FIt3, el péptido
B-amiloide1-42, (AB1-42), la proteina tau fosforilada, la proteina tau total y
factores de crecimiento como el insulin-like (IGF-1), observandose correlaciones
con la severidad y la progresion de la EP [65, 32].

Biomarcadores genéticos

Histéricamente, la EP fue considerada como una patologia sin causas
genéticas, hasta que estudios en familias de diferentes regiones geograficas del
mundo fortalecieron la hipotesis de que tiene un sustrato genético importante. Se
han identificado varios genes como causa de la EP hereditaria, de manera
autosdmica dominante y recesiva [30]. Hasta el momento, mas de 14 genes se
han reconocido como responsables de formas mendelianas de la EP. Estas
formas monogénicas afectan a un numero reducido de pacientes vy
probablemente en el futuro seguiran siendo minoritarias ya que el numero global
de pacientes con EP esporadica representa la gran mayoria de los afectados por
la EP.
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El diagndstico genético es una técnica poco utilizada en la practica clinica.
El screening genético en pacientes con EP de aparicion temprana, puede
confirmar la EP familiar en casos muy concretos en los que las mutaciones son
conocidas, pero este grupo solo supone una pequefia proporcion. A pesar de
ello, en el campo de la investigacion tiene un papel muy importante. Diferentes
estudios de asociacion genética han intentado identificar polimorfismos que
pueden relacionarse con el riesgo para padecer EP. Los marcadores genéticos
tienen un alto potencial diagnostico, ya que pueden proporcionar informacion
sobre la predisposicién genética a padecer EP. Esto permitiria estratificar los
distintos fenotipos de la enfermedad, comprendiendo asi las implicaciones
clinicas de cada variante génica. Ademas, facilitaria conocer con mayor
profundidad los mecanismos moleculares que subyacen a la enfermedad.

A continuacion se describen aquellos genes que presentan una mayor

relevancia actual como biomarcadores candidatos.

SNCA

El hecho de que la proteina codificada por este gen, la a-syn sea el mayor
componente fibrilar de los CL da idea de la importancia de sus alteraciones. Se
han descrito varias mutaciones puntuales ademas de duplicaciones vy
triplicaciones tanto en familias [56] como en casos esporadicos de EP [53]. Hasta
el momento, multiples GWAS han confirmado que se trata de un factor de riesgo
para EP [33, 66] y que de alguna manera, existe una correlacién con sus
distintos fenotipos.

LKKR2

Codifica la proteina kinasa 2, también llamada dardarina, a la que se le
han atribuido multiples funciones como la unién a sustratos especificos para la
ubiquitinacién, el trafico vesicular y la interaccion con otras proteinas [6]. Algunas
de las mutaciones parecen dar lugar a un aumento de la actividad kinasa, lo que
explicaria la fosforilacion de la a-syn y la proteina tau, alterando sus
conformaciones y funciones [31]. Las mutaciones que se han encontrado son de
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particular interés, debido a que son muy comunes, localizadas en un 10-15% de

los casos familiares y en un 1-2% de los casos esporadicos de la EP [30].

MAPT

Codifica la proteina tau, que se expresa abundantemente en neuronas y
juega un papel fundamental en la organizacion y el mantenimiento de la
estructura celular [55]. EI gen MAPT fue inicialmente asociado a la patogénesis
de las llamadas taupatias [5]. Puesto que la EP comparte algunas caracteristicas
clinicas con las taupatias, una serie de estudios se han encaminado a
determinar la relacion entre las variantes de MAPT vy el riesgo para padecer EP.
Un meta-analisis de 18 estudios encontrdé un odds ratio de 1.40 para desarrollar
EP entre los individuos portadores del gen [74]. Recientes GWAS han descrito
varios SNPs en equilibrio de ligamiento con el haplotipo H1, encontrandose una
fuerte asociacion con la EP [26]. Sin embargo el mecanismo por el cual las
variaciones en MAPT influyen en una enfermedad en la que los agregados de
tau son raramente encontrados, esta aun por determinar. Parece ser que tau
tiende a formar agregados y a interaccionar con la a-syn asociandose con un
mayor riesgo para desarrollar EP.

GBA

Codifica la enzima glucocerebrosidasa, cuya mutacion conlleva a una
pérdida de su funcion resultando en enfermedad de Gaucher (EG).
Recientemente, han sido descritas algunas mutaciones en pacientes con EG que
desarrollaron parkinsonismo. Como consecuencia de estas observaciones, se
han llevado a cabo estudios orientados a determinar si las mutaciones en GBA
constituyen un factor de riesgo para el desarrollo de EP, identificandose diversas
variantes implicadas en la EP [25].

Aunque el mecanismo que implica a este gen en la patogénesis de la EP
no se conoce en profundidad, distintas hipotesis han sido propuestas. De alguna
manera, las mutaciones en GBA resultarian en un plegamiento erréneo de la

glucocerebrosidasa, la cual induciria a la disfuncion lisosomal y dafiaria las rutas
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autofagicas necesarias para la degradacion de la a-syn, contribuyendo a la

neurodegeneracion [17].

Conclusiones y perspectivas futuras

Actualmente, el tratamiento de la EP mejora la calidad de vida de los
pacientes paliando en gran medida los sintomas motores y en menor grado los
no motores. Sin embargo, aun no se ha conseguido un tratamiento efectivo que
mejore la evolucion de la enfermedad actuando sobre su base etiopatogénica,
por lo que una vez iniciada, la enfermedad sigue progresando inexorablemente.
Los estudios sobre los distintos aspectos etiolégicos de la EP nos estan
proporcionando las bases para la busqueda de biomarcadores que podrian
resultar instrumentos utiles para la creacion de nuevas estrategias terapéuticas.
El hallazgo de biomarcadores especificos seria una gran ayuda, ya que
permitiria identificar a los individuos en la fase premotora de la patologia y seguir
su progresion, discriminar con certeza la verdadera enfermedad de Parkinson
idiopatica respecto a otras patologias que manifiestan sintomas parecidos,
estratificar los distintos fenotipos que encierra la EP y evaluar la influencia que
tiene el tratamiento sobre los pacientes.

Como resultado del conjunto de trabajos revisados, se puede concluir que
debido a la complejidad que encierra la EP, lo mas probable es que no exista un
unico biomarcador, sino mas bien varios cuya coincidencia permitiria establecer
un diagnostico precoz y diferencial de la enfermedad. Algunos autores han
propuesto que la combinacion de varios biomarcadores, mediante un algoritmo
de cribado, seria la férmula de combinarlos para que tuvieran valor diagndstico.
Se sugiere que para encontrar biomarcadores utiles en fase premotora, se
necesitaria un banco con muestras de poblacion sin sintomatologia y un analisis
a posteriori de las muestras tomadas en la fase asintomatica de los pacientes
que finalmente padecen EP.
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Las situaciones de estrés fisico, psiquico o ambiental, cada vez mas frecuentes en el
mundo actual, son causa de diversos desdérdenes psicolégicos e incluso la muerte. Se
ha demostrado la asociacion que existe entre el estrés y cambios en las
concentraciones de neuroesteroides 3a,5a-reducidos. La b5a-reductasa (5a-R) es la
enzima limitante en la biosintesis de neuroesteroides 3a,5a-reducidos. En este estudio
se ha cuantificado los niveles de mRNA y proteinas de los isoenzimas 5a-R1 y 5a-R2
en corteza prefrontal de ratas macho estresadas por natacion forzada y de ratas macho
y hembra estresadas medioambientalmete. Nuestros resultados demuestran un
incremento significativo en los niveles de mRNA y proteina de 5a-R1 y 5a-R2 en
corteza prefrontal, de ratas macho sometidas a estrés fisico por natacion forzada con
respecto a sus controles. Los niveles de mRNA y proteina de 5a-R2 en corteza
prefrontal de ratas macho sometidas a estrés mediombiental, fueron significativamente
superiores con respecto a sus controles. Ademas, se observa un dimorfismo sexual en
los niveles de mRNA y proteina de 5a-R1 en corteza prefrontal de ratas estresadas
medioambientalmente, con un incremento en ratas macho y una disminucion en ratas
hembra. Se ha sugerido que los neuroesteroides pueden estar implicados en cambios
en la identidad sexual y en el comportamiento maternal de la rata. El dimorfismo sexual
de 5a-R1 podria explicar al menos en parte estos fendmenos a nivel molecular.

Introduccion

El estrés es una reaccion fisiologica del organismo en el que entran en
juego diversos mecanismos de defensa para afrontar una situacion que se

percibe como amenazante. Es un hecho conocido que las situaciones de estres,
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tanto agudas como cronicas, alteran la homeostasis del individuo humano y
animal, produciendo diversos estados patologicos [1,2].

Los neuroesteroides, término acuhado por primera vez por Baulieu y col
[3], son esteroides sintetizados “in situ” en el SNC que participan en el estado
psicolégico del individuo humano, ya que tienen efectos anestésicos,
anticonvulsivos y analgésicos similares a algunas drogas sedativas e hipnoticas,
incluidas las benzodiazepinas.

En 1991 por primera vez observaron una asociacién entre el estrés fisico
agudo y cambios en las concentraciones de neuroesteroides [4], demostrando
que el estrés fisico, por nataciéon forzada, induce un incremento en los niveles de
progesterona y su metabolito 3a,5a-reducido (allopregnanolona) en plasma vy
cerebro de rata [5-7]. Desde entonces, numerosos autores han encontrado en
roedores, modificaciones en plasma y cerebro de los niveles de neuroesteroides
bajo diferentes situaciones de estrés [5,6], diferenciando entre los efectos del
estrés agudo y crénico [7,8]. Ademas, se ha demostrado que las situaciones de
estrés modifican en rata los niveles de ambos neuroesteroides 3a,5a-reducidos,
es decir, allopregnanolona [3] y tetrahidrodesoxicorticosterona (THDOC) [7].
Igualmente, estudios en humanos han mostrado que situaciones de estrés agudo
(p. €j. intoxicacién por ingesta de alcohol) incrementan los niveles plasmaticos
de allopregnanolona en adolescentes [8,9].

Los neuroesteroides 3a,5a-reducidos son sintetizados a partir de
progesterona y deoxycorticosterona (DOC) por las enzimas esteroidogénicas 5a-
Reductasa (50-R) y 3a-hidroxiesteroide deshidrogenasa (3a-HSD), siendo la
ultima la enzima limitante de la reaccidén. La enzima 5a-R es expresada como
tres isoenzimas, 5a-R1, 5a0-R2 y 50-R3, siendo 5a-R1 y 5a-R2 bien conocidas en
el cerebro [10,11]. Ambas isoenzimas estan presentes en varias regiones del
cerebro, incluyendo la corteza cerebral [12-16]. La transmision GABAérgica
juega un papel central controlando el estado emocional del individuo y regulando
la reactividad a rapidos cambios ambientales que pueden llevar a la ansiedad [7].
Asi, situaciones de estrés, a través de modificaciones del receptor tipo A del

acido gamma amino butirico (GABAA-R) pueden intervenir en estos
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acontecimientos [17-21]. Las benzodiazepinas y sus congéneres, que actuan
como moduladores alostéricos del complejo GABAA-R, quitan la ansiedad en
humanos y pueden participar en la respuesta endoégena al estrés [22]. Los
neuroesteroides 3a,5a-reducidos modulan alostéricamente el GABAA-R de igual
manera que las benzodiazepinas [23-26] y por tanto, pueden jugar igual papel
que dichos farmacos en esta respuesta. Si los niveles de neuroesteroides 3a,5a-
reducidos en el cerebro se modifican tras las situaciones de estrés [5,6] es légico
hipotetizar que los niveles de los isoenzimas 50-R1, 5a0-R2 o ambos, puedan
modificarse en situaciones de estrés fisico o medioambiental.

El objetivo de este estudio fue evaluar los niveles de expresion y mRNA
de los isoenzimas 5a0-R1 y 50-R2 en la corteza prefrontal de rata macho y
hembra en condiciones de estrés fisico por natacion forzada y estrés
medioambiental emulando las situaciones de estrés laboral (exceso de calor, luz
artificial, y sensacién de inmovilidad) [27].

Materiales y métodos

Animales

Ratas adultas macho y hembra Wistar de peso 260-280 g y 180-200 g,
respectivamente, fueron mantenidas en el animalario con aire acondicionado e
iluminacion desde las 7:00 horas hasta 19:00 horas y fueron alimentadas con
dieta estandar de mantenimiento A0O4 (Panlab) y agua ad lib. Los experimentos
fueron realizados acorde a la guia NIH para el “Cuidado y Uso de Animales de
Laboratorio”.

Ratas sometidas a estrés fisico

Las ratas macho adultas fueron sometidas a estrés fisico por natacion
forzada durante 5 minutos, en agua a temperatura ambiente (22°C), dentro de un
contenedor cilindrico lleno al 75% de su capacidad, siguiendo el protocolo de
Purdy y col., [4]. Transcurridos los 5 minutos, las ratas fueron retiradas del

contenedor, secandolas suavemente con una toalla y metiéndolas en jaulas.
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Ratas sometidas a estrés medioambiental

Ratas macho y hembra adultas fueron sometidas a estrés
medioambiental. Dicho estrés consistia en introducir al animal en un aparato de
estrés que presenta tres fuentes estresantes: luz 2500 luxes, calor 32°C, e
inmovilizacién, siguiendo el protocolo de Perez-Laso y col., [28] y Rodriguez
Martin y col., [29]. La duracion de las sesiones de estrés fueron 45 minutos, tres
veces al dia a las 9h, 13h, y 17h, durante 10 dias.

A los 15 minutos después de la ultima sesién de estrés fisico y
medioambiental las ratas fueron eutanizadas por decapitacion para evitar los
efectos adversos de la anestesia. Las muestras de sangre fueron recogidas en
tubos que contenian heparina y fueron centrifugadas a 800 g durante 15minutos.
El plasma fue separado y guardado a -80°C. Inmediatamente después de la
decapitacion, el cerebro fue extraido, congelado en nitrogeno liquido y guardado
a -80°C hasta el analisis. La diseccion del area de la corteza prefrontal se realizd
tomando como referencia el Atlas estereotaxico de cerebro de rata Paxino y
Watson [30]. Una vez extraido el cerebro se divide los dos hemisferios con un
corte sagital y a su vez, de cada hemisferio se hacen dos cortes coronales
delimitados por los planos coronales entre 3.7 mm -2.2 mm anteriores a bregma
del Atlas. Posteriormente, de cada lamina se separa un rectangulo que delimita

las areas; corteza singular anterior, prelimbica e infralimbica.

Analisis hormonal

Las concentraciones plasmaticas de ACTH se realizaron por
radioinmunoensayo (RIA), utilizando un kit inmunoradiométrico (CIS
Biointernational, Gif-Ur Yvette Cedex, France). Los coeficientes de variacion
intra-ensayo fueron 4.4% y 3.4%, respectivamente.

Las concentraciones plasmaticas de corticosterona se realizaron por RIA,
utilizando un kit de ICN (Biomedicalnc Costa Mesa California). Los coeficientes
de variacion intra-ensayo fueron 4.4% y 3.4%, respectivamente.

Todas las muestras fueron analizas por duplicado y en el mismo ensayo.

86 de 250 @



Efectos del estrés fisico y medioambiental sobre los niveles de mRNA y proteinas de los isoenzimas de la
5alfa-reductasa tipo 1y tipo 2 en corteza prefrontal de rata

Oligonucleoétidos usados para las amplificaciones

Las secuencias de nucleétidos correspondientes para las isoenzimas 5a-
R1 y 5a-R2 de rata fueron obtenidas del GeneBank® (J05035, M95058) vy la
secuencia plasmidica pEGFP-C1 se obtuvo de la pagina web Clontech. Esas
secuencias eran usadas para disefiar los pares de primers. Todos los primers
forward estaban marcados con 6-carboxi-fluoresceina (6-FAM), en posicién 5°.
Los oligonucledtidos fueron sintetizados por PE_Applied Biosystems
(Warrington, UK). Las secuencias de los primers (5-3")y el tamafio de los

productos de PCR fueron como previamente se describio [31].

Construccion del estandar interno
Dos moléculas competitivas de 300 pb fueron sintetizadas como estandar
interno (1S-1 1S-2) de acuerdo a Torres and Ortega [31].

Reverso transcripcion-reaccion en cadena de la polimerasa

El RNA total fue extraido a partir de 25 mg de corteza prefrontal de rata
mediante Tiocionato de Guanidina-Fenol-Cloroformo [32]. ElI RNA fue
resuspendido en agua tratada con dietil pirocarbonato (DEPC) y fue cuantificado
espectofotométricamente. La reverso transcripcion fue llevada a cabo de
acuerdo a Torres y Ortega [31]. El programa de PCR fue: desnaturalizacion a
94°C durante 30 seg.; anillamiento 44°C durante 30 seg.; y extension 72°C
durante 30 seg. El numero de ciclos fue 35 en todos los casos. La PCR fue
llevada a cabo en un Pekin-Elmer 2400 Thermal Cycler (Applied Biosystem,
Foster City, California, USA).
La cantidad de mRNA fue expresado como el numero de moléculas de mRNA
por ug del RNA total. Después de ser generado el cDNA a partir del RNA total
mediante la reaccidén de retrotranscripcion RT, se co-amplifica en presencia de
cantidades decrecientes del DNA competidor (64 x 1064 a 0.5 x 106 moléculas).
Co-amplificamos el cDNA correspondiente a 5a-R1 y el DNA competidor 1S-1
utilizando el mismo par de primers. Con cantidades decrecientes del estandar
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interno (300 p.b.), aumenta la intensidad relativa del producto amplificado de 185
p.b. (DNA problema). De igual modo, co-amplificamos el cDNA correspondiente a
5a0-R2 y el DNA competidor 1S-2 utilizando el mismo par de primers. Con
cantidades decrecientes del estandar interno (300 p.b.), aumenta la intensidad
relativa del producto amplificado de 192 p.b. (DNA problema).

Analisis de los productos de PCR

Un sistema de electroforesis capilar inducida por laser (LIF-CE ABIPRISM
310 Genetic Analyzer, Applied Biosystem) fue utilizado para caracterizar los
productos de RT-PCR. Las condiciones de electroforesis capilar fueron llevadas
a cabo de a cuerdo a Torres y Ortega [31]. Los ratios de fluorescencia de 5a-R/IS
fueron determinados a través de la cantidad apropiada de ADN competitivo, y la
concentracion de ADN de la muestra problema fue calculada de acuerdo a Torres
y Ortega [31].

Analisis inmunohistoquimico

En ratas macho sometidas a estrés fisico por natacion se determind su
expresion microsomal de las isoenzimas 5a-R por inmunohistoquimica. La
corteza prefrontal fue fijada con formol al 10% e incluida en parafina siguiendo el
proceso estandar. Los anticuerpos para 50-R1 y 5a-R2 (sc-20399 y sc 20659,
Santa Cruz Biotechnology, CA, USA) fueron optimizados en el higado y prostata
(6rganos que expresan principalmente 5a-R1 y 5a-R2, respectivamente) como
control positivo. Los anticuerpos primarios fueron diluidos a 1:50 (5a-R1) y 1:25
(5a-R2). El sistema de deteccion fue basado en la tecnologia polimero-
peroxidasas seguido por el desarrollo con 3,3-diaminobenzidina/peroxido de
hidrogeno (Master Diagnética S.L., Granada, Spain). Posteriormente, fue la
contratincion con hematoxilina, las secciones fueron deshidratadas, aclaradas y
montadas. Los resultados fueron expresados como el numero de células
positivas por mm2. Fue usado un método de escala semicuantitativa (0-3 escala)
para evaluar la intensidad de inmunotincion de 5a-R1 y 5a-R2.
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Analisis Western blot

En ratas macho y hembra sometidas a estrés medioambiental se
determind su expresion microsomal de las isoenzimas 5a-R por Western blot. La
corteza prefrontal fue homogenizada en solucion de sucrosa 250mM
conteniendo 0.5 mM DTT y 0.5 mM EDTA, pH 6.8. Los microsomas fueron
obtenidos por centrifugacion diferencial (1000 xg, 10 min; 22.000 x g, 10 min;
105.000 x g, 60 min). La proteinas citosolicas adheridas fueron eliminadas, el
pellet fue lavado a pH 8.0 en 150 mM Tris-HCI, 0.5 mM DTT, y 0.5 mM EDTA.
Los microsomas fueron solubilizados por sonicacién de acuerdo a Cristébal y
col., [33]. Todos los pasos fueron llevados a cabo a 4°C. La cuantificacién de las
proteinas fue ralizada con el método de Bradford [34].

Las muestras de proteinas con similar concentracién fueron cargadas en
un gel al 12% SDS-PAGE. Después de la electroforesis las proteinas fueron
transferidas desde el gel hacia la membrana de nitrocelulosa en un tampdn que
contiene 25 mM Tris, 190 mM glicina y 20% metanol. La membrana fue
bloqueada con una solucién de leche en polvo no grasa al 5% y con detergente
Tween 20 al 0.1% en solucion salina amortiguadora fosfatada (T-PBS).
Posteriormente, la membrana fue incubada, con anticuerpo primario diluido al
1:1000 en T-PBS conteniendo el 0.5% de leche durante toda la noche a 4°C.
Después de varios lavados con T-PBS la membrana fue incubada con anticuerpo
secundario antigoat o antirabbit IG horseradish peroxidase, diluido a 1:5000. A
continuacion, se realizaron varios lavados con T-PBS. Las proteinas fueron
visualizadas con el sistema de deteccion de quimioluminiscencia (Amersham).
Los anticuerpos usados para 5a-R1 y 5a-R2 fueron de Santa Cruz Biotechnology
Inc (Santa Cruz, CA). El anticuerpo para beta-tubulina (Abcam, Cambridge, UK)
fue usado como control.

Analisis estadistico
Los resultados fueron llevados a cabo usando un test de Student’s. Los
datos fueron expresados como mediazS.E.M. Se utilizé el software SPSS 15.0

para Windows.
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Resultados

Niveles plasmaticos de hormona

Fig. 1 representa los niveles plasmaticos de ACTH (Fig. 1A) vy
corticosterona (Fig. 1B) en ratas macho control y estresada por natacién forzada.
Los niveles de ACTH y corticosterona aumentaron significativamente tras el
estrés fisico, en comparacion con sus respectivos controles.

Fig. 2 representa los niveles plasmaticos de ACTH (Fig. 2A) vy
corticosterona (Fig. 2B) en ratas macho y hembra control y estresada medio-
ambientalmente. Los niveles de ACTH y corticosterona en rata macho y hembra

aumentaron significativamente tras el estrés medioambiental, en comparacion

con sus respectivos controles. A AcTH B CORTICOSTERONA
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Fig. 2 Niveles plasmaticos de ACTH (A) y corticosterona (B)
Fig. 1 Niveles plasmaticos de ACTH (A) y . ,

en ratas macho y hembra control y sometidas a estrés
corticosterona (B) en ratas macho control y . .

medioambiental. M (macho control); M + S (macho estresado
sometidas a estrés fisico por natacion . .

medioambientalmente); F (hembra control); F +S (hembra
forzada. *p<0.01 vs animales control . .

estresada medioambientalmente); *p<0.01 vs machos

control, #p<0.01 vs hembra control
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Cuantificacion de los niveles de mRNA de la 5a-R1 y 5a-R2 en

corteza prefrontal

Fig. 3 representa los niveles de mRNA de 5a-R1 (Fig. 3A) y 5a-R2 (Fig.
3B) en corteza prefrontal de ratas macho sometidas a estrés fisico por nataciéon
forzada. Los niveles de mRNA de 5a-R1 y 5a-R2 aumentaron significativamente
tras el estrés fisico, en comparacion con sus respectivos controles.

Fig. 4 representa los niveles de de mRNA de 5a-R1 (Fig. 4A) y 5a-R2 (Fig.
4B) en corteza prefrontal de ratas macho y hembra sometidas a estrés
medioambiental. Los niveles de mRNA de 5a-R1 fueron significativamente
mayores en hembras que en machos. Los niveles de mRNA de 5a-R1
aumentaron significativamente tras el estrés mediambiental en machos vy
disminuyeron significativamente en hembras, en comparacién con sus
respectivos controles. Los niveles de mRNA de 5a-R2 fueron significativamente
mayores en hembras que en machos. Los niveles de mRNA de 5a-R2
aumentaron significativamente tras el estrés medioambiental en ratas macho y

hembra, en comparacién con sus respectivos controles.
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isoenzimas 5a-reductase tipo 1 (50-R1) (A) y | reductase tipo 1 (5a-R1) (A) y 5a-reductase tipo 2
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estrés agudo por natacion. *p<0.01 vs | M (macho control); M + S (macho estresado
animales control medioambientalmente); F (hembra control); F +S
(hembra estresada medioambientalmente);
*p<0.01 vs machos control, #p<0.01 vs hembra

control
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Determinacion de los niveles de proteina de la 5a-R1 y 5a-R2 en

corteza prefrontal

La Fig. 5 representa mediante Western blot
la cantidad de proteina relativa de las isoenzimas
50-R1 y 50-R2 en corteza prefrontal de ratas
macho sometidas a estrés fisico por natacion
forzada. Los niveles de expresion de 5a-R1 y 5a-
R2 aumentaron significativamente tras el estrés
fisico, en comparacién con sus respectivos
controles. En el Western blot aparecen dos
bandas para 50-R2, esta doble banda puede
deberse a la ruptura proteolitica del antigeno.

La Fig. 6

inmunohistoquimica

representa mediante
la cantidad de proteina
relativa de la isoenzimas 5a-R1 y 5a-R2 en
corteza prefrontal de ratas macho y hembra
Un

sistematico mapeo celular para las isoenzimas

sometidas a estrés medioambiental.
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Fig. 5 Efectos del estrés fisico por
natacion forzada sobre los niveles
proteicos de la isoenzimas 5a-reductase
tipo 1 (50-R1) y 5a-reductase tipo 2 (50-
R2) en corteza prefrontal de ratas macho
control y tras el estrés agudo por
natacion mediante Western blot. Las
muestras (50 pg/banda) a partir de la
fraccion microsomal fueron cargadas en
un gel SDS_PAGE al 12% y los geles
fueron procesados por Western blot
usando anticuerpos policlonales para la
50-R. La B-tubulina fue utilizada como

control de cantidad de proteina. Todas

las muestras fueron corridas en
50-R1 y 50-R2 indica que se expresan en las duplicado
50-R1 50-R2
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Fig. 6 Efectos del estrés fisico medioambietal sobre los niveles proteicos de la isoenzimas 5a-

reductase tipo 1 (5a-R1) y 5a-reductase tipo 2 (50-R2) en corteza prefrontal de ratas macho y

hembra control y tras el estrés medioambiental

mediante

inmunohistoquimica. Muestras

representativas de ratas macho y hembra control para 5a-R1 y 5a-R2 (A, C) y estresadas

medioambientalmente (B, D). Aumento x 200.
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neuronas pero no en las células gliales, de acuerdo con Agis Balboa y col., [12].
En el analisis inmunohistoquimico se observé para 5a0-R1 una mayor tincion en
ratas macho sometidas a estrés medioambiental (panel B), en comparacion con
sus respectivos controles (panel A) y una débil expresion en ratas hembra
sometidas a estrés medioambiental (panel D), en comparacion con sus
respectivos controles (panel C). En el analisis inmunohistoquimico se observé
para 50-R2 una mayor tincidn en ratas macho y hembra sometidas a estrés
medioambiental (paneles B y D), en comparacidon con sus respectivos controles
(paneles A 'y C). En la figura se representa una muestra representativa de los
respectivos grupos. El numero de células positivas por mm2 de 5a-R1 y 5a-R2 y
el método semicuantitativo usado para evaluar la intensidad de 50-R1 y 5a-R2

son mostradas en la tabla 1.

Tabla 1. Cuantificacion inmunohistoquimica de las isoenzimas 5a-Reductasa type 1
(50-R1) y 5a0-Reductasa type 2 (50-R2) en corteza prefrontal. Los resultados son
expresados como la media + SE.

(* p<0.05 vs. control, # p<0.001 vs. control). (Valores inmunohistoquimicos: 0-3+).

50-R1 5a-R2

Control [517.86+50.12 (1+)|265.25¢50.3  (1+)
Estrés [ 689.15£63.10* (2+) |491.20£92.04* (2+)
Control [601.17+50.18  (1+) [299.10+50.03  (1+)
Hembra  EStr&s [219.04276.58% (1+/-)[A82.12£71.107(1+/2%)

Macho

Discusion

Las condiciones de estrés medioambiental son factores importantes en la
salud humana y podrian ser consideradas en el desarrollo de politicas sanitarias
apropiadas, ya que se han asociado con importantes trastornos psicosociales e
incluso con la muerte [27,35,36].

Una relacion ha sido demostrada entre el estrés fisico y cambios en las

concentraciones de neuroesteroides 3a,5a-reducidos en rata [4]. Ademas,
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también ha sido demostrada una correlacion entre el estrés y desodrdenes
psicolégicos [8,37]. Por lo tanto, la determinacion de neuroesteroides 3a,50-
reducidos bajo situaciones de estrés fisico y mediambiental, no sélo nos
permitiria entender el papel de los neuroesteroides en situaciones de estrés, sino
también desarrollar nuevos agentes terapéuticos para los desordenes psicoéticos
o mentales [38]. En este contexto, bajos niveles de tetrahidrocortisol
(neuroesteroide 3a,5a-reducido) y baja actividad del enzima 5a-R (enzima
limitante en la biosisntesis de neuroesteroide 3a,5a-reducidos), ha sido asociada
con la falta de respuesta a los tratamientos psicolégicos en enfermedades de
estrés postraumatico [39]. Por lo tanto, una situacién de estrés fisico o
mediambiental podria modificar 5a0-R1 y 5a-R2, o ambas isoenzimas. Esta
cuestion podria ser importante para el disefio de farmacos selectivos.

Nuestros resultados demuestran que en situaciones de estrés fisico por
natacion forzada, se produce un incremento en los de niveles de mRNA vy
proteina de ambas isoenzimas 5a-R en la corteza prefrontal de rata macho.

El aumento de allopregnanolona en el cerebro de rata tras el estrés fisico
por natacion forzada previamente observado por Purdy y col., [4], podria ser
producido por el incremento en los niveles de progesterona plasmatica tras el
estrés [4], dicha progesterona podria cruzar la barrera hematoencefalica y ser
sustrato de la isoenzimas 50-R en la corteza cerebral, y también debido al
aumento en los niveles de las isoenzimas 5a-R1y 5a-R2.

5a0-R1 fue considerada previamente como una enzima constitutiva que
protege a las neuronas de la apoptosis inducida por el exceso de glucorticoides
[40,41]. Sin embargo, nuestro grupo de investigacién demostrd previamente que
dicha isoenzima no es constitutiva, ya que esta regulada negativamente por
testosterona y dihidrotestosterona y podria tener otra funcion ademas de
catabdlica, por ejemplo, la biosintesis de neuroesteroides 3a,5a-reducido [15].
5a0-R2 es considera una enzima androgénica [15,41,42], que en condiciones
fisiologicas puede producir dihidrotestosterona en rata macho y por lo tanto,
podria establecer y mantener el dimorfismo sexual de algunas regiones del
cerebro [15,16].
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Nuestros resultados demuestran que en la corteza prefrontal de rata
macho, los genes 50-R1 y 5a-R2 estan controlados positivamente por un factor o
factores inducidos por el estrés fisico.

Las ratas macho y hembra muestran diferentes niveles de ansiedad [43] y
neuroesteroides 3a,5a-reducido [44]. Existen diferencias entre roedores macho y
hembra sobre la actividad de 5a-R en el higado, y en los niveles de mRNA y
proteinas de 5a-R1 y 5a-R2 en diferentes tejidos [15,16,45]. La respuesta de
ambos isoenzimas 5a-R1 y 5a0-R2 a una situacion de estrés medioambiental
podria, por lo tanto, diferir entre machos y hembras.

Nuestros resultados demuestran, a nuestro conocimiento por primera vez,
que condiciones de estrés medioambiental (exceso de calor, luz artificial, y
sensacion de inmovilidad), situaciones similares en la vida laboral de algunos
individuos [27], produce un incremento en los niveles de mMRNA y proteinas de
ambos isoenzimas 5a-R1 y 5a0-R2 en la corteza prefrontal de ratas macho. EL
incremento de ambas isoenzimas 5a-R1 y 5a-R2 y el aumento de progesterona
tras el estrés (para la cual las isoenzimas 5a-R tienen mayor afinidad) [46] podria
conllevar a un incremento en la biosintesis de neuroesteroides 3a,5a-reducido
en el cerebro, tal y como se ha demostrado en otros tipos de estrés [7]. Nuestros
resultados estan en linea con estudios previos, que muestran el significado
decremento en los niveles de ansiedad de ratas macho adultas que habian sido
expuestas a estrés durante el periodo prenatal [43].

En la rata hembra, el estrés medioambiental produjo diferentes efectos en
los niveles de mRNA de las isoenzimas 5a-R1 y 5a-R2. La transcripcion del gen
5a-R2 aumento tras ser sometida la rata a estrés medioambiental, presentando
un comportamiento similar al encontrado en la rata macho. Sorprendentemente,
sin embargo, los efectos del estrés medioambiental sobre los niveles de mRNA
de 5a-R1 fueron sexualmente dimérficos (opuestos en hembra vs. machos). Este
hecho probablemente se deba al estatus de hormonas gonadales durante la
diferenciacion sexual del SNC [13]. La rata hembra en condiciones fisioldgicas,
presenta altos niveles de niveles de mRNA y proteinas de ambas isoenzimas 5a-

R1 y 5a-R2, asi como de progesterona. Ello podria ser la explicacion de que los
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niveles de allopregnanolona en el cerebro de rata sean superiores en hembra
que en macho [13,15,16]. Esos datos son consistentes con estudios previos que
demuestran que los niveles de ansiedad en ratas macho adulta son
significativamente superiores a los de rata hembra de edad reproductiva [43]. Por
lo tanto, los niveles de neuroesteroides 3a,5a-reducidos podrian ser menores
entre las ratas macho y hembra estresadas. Aunque en la rata hembra tras el
estrés presenta un aumento en los niveles de 50-R2, el descenso en los niveles
de 5a0-R1 es mucho mayor. Una posible explicacién al descenso en los niveles
de 50-R1 encontrado en rata hembra estresada, podria ser un mecanismo de
defensa para evitar la sobreexpresion del gen 5a-R1, ya que dicho gen se
encuentra muy sobreexpresado en rata hembra en condiciones fisiolégicas.
Diversos autores demostraron en este sentido que la activacion de los
receptores GABAA inhiben la actividad de las enzimas 5a-R y 3a-HSD. Los
neuroesteroides THP y THDOC, que son potentes moduladores alostéricos del
GABAA-R, regulan su biosintesis por un mecanismo de feed-back. De acuerdo
con nuestros resultados, los neuroesteroides 3a,5a-reducidos ejercen también
un mecanismo de control sobre su propia biosintesis, regulando la expresion de
la 5a-1, al igual que se ha sugerido para el eje hipotamo-hipofisis-adrenal [7].
Tras el estrés medioambiental, los niveles de mMRNA y proteina de 5a-R1,
la principal isoenzima que contribuye en la biosintesis de allopregnanolona (un
potente esteroide neuroactivo que actua como modulador alostérico positivo del
complejo GABAA-R) muestra un dimorfismo sexual. Estos resultados podrian
explicar en parte las diferencias de género en la incidencia de algunos tipos de

depresion [47] y desdrdenes postraumaticos en humanos [48].

Conclusion

Nuestros resultados demuestran que las situaciones de estrés fisico por
natacion forzada y medioambiental, regulan la transcripcion expresion de 5a-R1
y 5a-R2. Estos datos podrian abrir una nueva linea para el conocimiento de los
procesos y enfermedades que acompafan a las situaciones de estrés.
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La doxorrubicina es uno de los farmacos mas efectivos en el tratamiento de cancer de
mama. No obstante, su utilizacion ha presentado tres grandes inconvenientes: la
toxicidad, el desarrollo de resistencia por parte de las células tumorales y su baja
especificidad frente a las mismas. En los ultimos afios se han disefiado sistemas de
nanoparticulas que intentan salvar estas tres grandes limitaciones causa de la severa
restriccion del uso clinico de la doxorrubicina. Las estrategias de base nanotecnolégica
han conseguido una mayor concentraciéon intracelular de farmaco, reduciendo
considerablemente la aparicion de fenémenos de resistencia y aumentando su
especificidad mediante el uso de moléculas que facilitan el contacto del farmaco con la
célula tumoral o de nanoplataformas que responden a los microambientes tumorales. El
objetivo de este trabajo ha sido revisar los principales avances que se han producido en
el campo de la nanotecnologia aplicada al uso del agente doxorrubicina al cancer de
mama.

Palabras clave: nanoparticulas, doxorrubicina,

cancer de mama, p-glicoproteina, resistencia.

Abreviaturas:

Dox = Doxorrubicina

Resistencia a multidrogas = MDR
P-glicoproteina = P-gp

Nanoparticulas = NPs

Nanoparticulas magnéticas = NPMs
Imagenes de resonancia magnética = IRM
Nanoparticulas superparamagnéticas de
oxido de hierro = SPIONs

SPIONs pegiladas = DLPs
Nanoparticulas soélidas lipidicas = NSLs
NPs hibridas polimero-lipido = NSLPs
Acido docosahexaenoico = ADH
Receptor 2 del factor de crecimiento

epidérmico humano = HER2
Polietilenglicol = PEG

Chitosan - acido oleico = OCH
Oligosacarido de chitosan = CSO
Acidos estéricos = SA

Pluronic85 = P85
N-(2-hidroxipropil) metacrilamida = HPMA
Aminoglutetimida = AGM

Acido hialurénico = HA
D-a-tocoferol polietilenglicol 1000
succinato = TPGS

Albumina de suero humano = HSA
Polietilenimina = PEI
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Introduccion

El cancer de mama es el cancer mas frecuente en mujeres [28]. Su
diagnostico precoz es esencial en el curso pronostico de esta patologia y en
consecuencia en la supervivencia de los pacientes [18]. Es |la precocidad de este
diagndstico la que condiciona el abordaje terapéutico que puede ser quirurgico,
como primera aproximacion, o quimioterapico, radioterapico o una combinacion
de ambas estrategias, como segunda opcién [11]. El citotdxico de eleccion es la
doxorrubicina (Dox) (Fig. 1). Su mecanismo de accion no esta dilucidado,
aunque parece ser que actua a nivel de la replicacion del ADN inhibiendo la
enzima Topoisomerasa Il [19]. Sin embargo, numerosos estudios demuestran la
falta de selectividad de este agente que puede afectar a tejidos sanos y
tumorales. Este hecho es el responsable de la aparicién de efectos secundarios
no deseados, siendo la cardiotoxicidad uno de los mayores problemas clinicos
[80, 61].

Por otra parte, la Doxorrubicina, al
igual que otros agentes antitumorales es
capaz de inducir resistencia a
multidrogas (conocido como fenotipo

MDR). Debido a este fendmeno, dentro
de un mismo tumor, existen células
resistentes que son capaces de OH
sobrevivir al tratamiento siendo las e
responsables del fracaso de la Fig. 1. Molécula de doxorrubicina.
quimioterapia. Estas células con fenotipo MDR presentan alteraciones en el
metabolismo del farmaco o en transportadores de membrana como es el caso de
P-glicoproteina (P-gp) [70]. En este contexto, las nanoparticulas ofrecen la
posibilidad de bloquear los mecanismos de resistencia de las células tumorales
0, al menos, aumentar la eficacia de estas drogas, incrementando, por tanto su
efecto antitumoral.

Por tanto, las nanoparticulas (NPs) tienen un enorme potencial tanto en el
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tratamiento y prevencion del cancer, como en la deteccidn y diagnostico [69, 41].
Los beneficios del uso de NPs como sistemas de liberaciéon de farmacos son
entre otros, la mejora de su indice terapéutico, la minimizacién de sus efectos
secundarios y la regulacion de su biodistribucion [26]. Esto se produce gracias a
la capacidad de las NPs para formar complejos con una gran variedad de
farmacos a través de enlaces quimicos [24] y también en gran medida a la
existencia de una amplia variedad de ellas, tanto en composicién como en forma.
Una de las mayores ventajas del uso de NPs, es que sus propiedades pueden
modificarse dependiendo de la aplicacion biomédica en la que vayan a ser

usadas, lo que conduce a un tratamiento especifico y adaptado a cada caso [6].

Nanoparticulas magnéticas

Las nanoparticulas magnéticas (NPMs) pueden generarse a partir de
distintos elementos metalicos, aunque las mas utilizadas incluyen en su
estructura un nucleo de oOxido de hierro y un recubrimiento polimérico
biocompatible, como por ejemplo dextrano o polietilenglicol (PEG) [4, 38, 52]. Su
comportamiento es susceptible de manipulacion mediante la aplicacion de un
campo magnético. Muchas de las aplicaciones potenciales que presentan las
NPMs se situan en el campo de la biomedicina, como su empleo como agente
de contraste en la formacién de imagenes por resonancia magnética (IRM) [4,
68], vehiculo de farmacos dirigidos magnéticamente [40], en procesos de
marcaje y separacion celular [13, 53], transfeccion magnética [58] y produciendo
hipertermia local [35] entre otros. Estas aplicaciones pueden combinarse
aumentando asi las posibilidades que nos ofrecen las NPMs, por ejemplo,
combinando su potencial en el transporte de farmacos y sus cualidades de
imagen, podrian evaluarse los efectos de la quimioterapia sobre la progresion de
la enfermedad, ya que posibilita el seguimiento a tiempo real de la localizacién
del farmaco administrado (Fig. 2) [33, 42].

Debido a la mayor susceptibilidad que presentan los tumores al calor con

respecto a los tejidos sanos, en muchas ocasiones su tratamiento se puede
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basar en una combinacion

NANOPARTICULA
MAGNETICA

de quimioterapia y radio- -Nu»dmméﬁm
terapia con hipertermia; o

Anticuerpos especificos
|para receptores
tumorales

ademas, se han desa-

rrollado mecanismos de

liberacion del farmaco aci-

do dependientes que

Degradacion de
nanoparticula y entrada de
doxorrubicina al niicleo

muestran una combina-
cion potencial con
tratamientos de quimio-
terapia e hipertermia [62].
De hecho, en un estudio Fig. 2. Modificaciones posibles de la superficie de NPMs. En este

pub|icado en 2011 se modelo, hay un ndcleo magnético recubierto de una superficie

. . . formada por un polimero. A esa superficie polimérica se le
sintetizaron complejos de _ _ )
pueden afadir varios componentes como un farmaco (Dox),

NPMs recubiertas con anticuerpos para permitir una unidon especifica con la célula
poli-(acido metacrilico) tumoral, ademas de moléculas fluorescentes que hagan posible

. su deteccion.
conjugadas con Dox, los

investigadores testaron estos complejos en distintas condiciones de pH y/o
temperatura y observaron, in vitro, una liberacion del farmaco mas rapida a pH
bajo y/o temperatura elevada en lineas humanas de cancer de mama (MDA-MB-
231), demostrando un gran potencial como depésito de farmacos en condiciones
fisiolégicas, controlando su liberacion en presencia de condiciones acidas, como
ocurre en entornos tumorales [77].

Otra de las posibles aplicaciones de las NPMs para el tratamiento del
cancer, se basa no solo en dirigir el farmaco a la zona tumoral, sino también en
retener dichas nanoparticulas por la accion de un campo magnético externo [40,
63]. En este sentido, se han desarrollado nanoparticulas superparamagnéticas
de oxido de hierro (SPIONs) [50, 51], que debido a su pequeno tamafo no
presentan remanencia magnética. Son muchas las investigaciones relacionadas
con las SPIONs, se ha evaluado su uso en terapias dirigidas y como

herramientas de diagnostico [21, 50], ademas de sus posibles aplicaciones en la
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induccion de hipertermia y como agentes de formacién de imagenes para IRM [5,
17, 21, 43, 50].

Se han realizado numerosos estudios en lineas celulares de cancer con
este tipo de NPs, un ejemplo de ello es la administracion de SPIONs con Dox
unida a la superficie mediante un complejo Dox-Fe2+ en la linea humana de
cancer de mama MCF-7, donde muestran una citotoxicidad tan elevada como la
del farmaco en solucion, ademas, la liberacion acido dependiente del farmaco se
ve reflejada en experimentos realizados a distintas condiciones de pH, donde los
resultados obtenidos mostraron una liberacién casi inmediata a pH 4, mientras
que a pH fisiolégico se liberd el 85% del farmaco. Estos resultados, unidos al
incremento de las concentraciones de farmaco en el tumor gracias a la
orientacion magnética, suponen un gran interés en cuanto al desarrollo de
quimioterapia dirigida basada en SPIONs [46].

Otras investigaciones realizadas en este campo muestran SPIONs
pegiladas (DLPs), las cuales se estabilizaron en un amplio rango de pH (pH 4-
10) [29]. La citotoxicidad in vitro de las DLPs con Dox en la linea MCF-7,
muestran una toxicidad equivalente a la del farmaco (Dox) en solucion [25]. Con
todos estos datos y el hecho de que la superficie de la nanoparticula es
biocompatible, existe un gran interés en el futuro desarrollo de esta
nanotecnologia para posibles aplicaciones in vivo, ya que el estado inmunolégico
probablemente no se veria comprometido [29], no obstante, se requieren mas
investigaciones para determinar la citotoxicidad potencial de estos complejos.

Otro de los aspectos estudiados en el desarrollo del cancer es la
angiogénesis, ya que ésta juega un papel muy importante en el desarrollo y
progresion tumoral [12]. Se ha observado que durante este proceso, la integrina
av33 se encuentra sobreexpresada en células tumorales, de modo que podria
funcionar como biomarcador selectivo de angiogénesis [30]. En un estudio
llevado a cabo en 2013, se generaron magnetoliposomas basados en SPIONs
con cualidades superparamagnéticas, biocompatibles y con baja citotoxicidad.
Estas SPIONs incluian agentes de contraste para la deteccién de integrina avp3

en el endotelio angiogénico mediante IRM, mejorando la sensibilidad de la
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técnica. Esta estrategia no sélo podria proporcionar una plataforma para la
evaluacion molecular de la angiogénesis, sino que podria funcionar como un
sistema de administracion de farmacos contra el cancer [78].

Nanoparticulas solidas lipidicas

Las nanoparticulas solidas lipidicas (NSLs) son sistemas biodegradables
coloidales sélidos formados por lipidos solidos en el interior y surfactantes
anfipaticos en el exterior. Actualmente estan siendo muy estudiadas debido a su
biocompatibilidad y alta estabilidad, ademas de su capacidad para transportar
farmacos insolubles y protegerlos de su degradacion (Fig. 3) [22, 45]. Sin
embargo, estas NPs presentan una desventaja y es que son poco eficientes en
la incorporacion vy liberacion del farmaco, ya que lo incorporan en poca cantidad
y la liberacion es repentina. Por ello, son necesarias ciertas modificaciones
mediante la adicidn a la nanoparticula de otros componentes que permitan una
mayor incorporacion vy

una liberacion

MEMBRANA
PLASMATICA

sostenida del farmaco
[83, 84, 57, 77].

Una primera

aproximacion es la

adicion de un polimero

Endolisosoma.
Degradacion de la

anionico, para hacer T /

@] ‘..
posible la unidn de
oy o
moléculas  catidnicas crrosLasMA \ % o~
A
solubles como es el del armaco ° oo

caso de la Dox, Fig. 3. Mecanismo de entrada de las NSLs al interior celular. Las NSLs que

aumentando de esta llevan encapsulada doxorrubicina entran a las células por endocitosis
. . simple. Una vez dentro de la célula el endosoma se une al lisosoma,

manera la eficiencia en . . . - .
formandose el endolisosoma, donde las enzimas liticas comienzan a
Su incorporacién a la degradar la nanoparticula, liberando asi el farmaco. Una vez libre en el

citoplasma, la Dox se dirige hacia su objetivo, el nucleo.

nanoparticula [71,72].
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Estas nanoparticulas hibridas polimero-lipido (NSLPs) cargadas con Dox,
han sido testadas en varios modelos in vitro e in vivo. En el caso de los modelos
in vitro, se ha utilizado fundamentalmente la linea humana de cancer de mama
MDA435/LCC6/WT y esta misma linea a la que se ha inducido el fenotipo de
MDR mediante una sobreexpresiéon de P-gp (MDA435/LCC6/MDR1). Los
resultados de estos estudios han mostrado que mientras que la Dox sola en la
célula resistente se encuentra en una concentracién un 30% menor que en la
célula wild type; en el caso de la Dox unida a las NPs, casi se equipara la
concentracion intracelular de Dox en las dos lineas [73], lo que podria significar
que las NSLPs, estan protegiendo a la Dox de su expulsion de la célula via P-gp
[74]. En relacién al fenotipo de resistencia, estas mismas lineas celulares han
sido testadas con NSLPs, cuyo polimero anionico es sulfato de dextrano [71]. En
el caso de la linea resistente (MDA435/LCC6/MDR1), la Dox unida a la
nanoparticula mostré una alta toxicidad (8 veces mas tdxica) en comparacion
con la Dox por si sola, sin embargo estas diferencias no se observan en el caso
de células no resistentes [73]. Otros estudios con estas lineas celulares se han
basado en la coencapsulacion en NSLPs de Dox y otros farmacos antitumorales
como la mitomicina C [15, 16], atacando ambos farmacos al ADN de la célula
tumoral. Estas NPs han mostrado una alta toxicidad de 5 a 10 veces mayor, en
comparacion con el efecto del tratamiento conjunto de ambos farmacos no
encapsulados [60]. La administracion a una dosis de 1,2 yM es capaz de
producir el mismo porcentaje de muerte celular en las células resistentes que en
las células wild type.

En cuanto a los estudios in vivo, se han testado NSLPs con Dox
encapsulada, en ratones BALB/c a los que se les han inducido tumores mediante
inyeccion intramuscular de la linea de raton de cancer de mama EMT6. Mediante
el tratamiento intratumoral con estas NPs que portan Dox, se observé una
reduccion del volumen tumoral casi completa (entre el 70 y el 100%), ademas de
comprobar que se produce una reduccion de la toxicidad sistémica producida por
la Dox sola [75].
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A parte de polimeros anionicos, las NSLs pueden unirse también a otras
moléculas como es el caso de la manosa [32]. Las NSLs con manosa que llevan
encapsulada Dox han sido testadas en lineas celulares y en ratones. Se utiliza
manosa porque esta puede aumentar la especificidad de las NPs, ya que al ser
un carbohidrato, tiene preferencia a unirse a receptores de lectina, que son
altamente expresados por las células tumorales [67, 48], debido a los altos
requerimiento nutricionales que precisan por su alta tasa de crecimiento [2]. Los
resultados de estudios con estas NPs con Dox recubiertas con manosa, han
mostrado en estudios in vivo con ratones BALB/c, que su permanencia en la
circulacion sanguinea es mayor (48h) en comparacion con la Dox sola (12h). Por
otra parte la concentracion de Dox en o6rganos como corazéon o higado,
disminuye considerablemente cuando se administra encapsulada en las NPs,
aumentando asi la especificidad del farmaco y reduciendo la cardiotoxicidad [32]
uno de los efectos secundarios mas graves producidos por el tratamiento con
Dox [47], han mejorado la encapsulacion de la Dox a NSLs, incorporando a éstas
acidos grasos poliinsaturados como el acido docosahexaenoico (ADH). En un
medio acido (como el que hay en los tejidos tumorales) NSLs con ADH y Dox
liberan un 73% del farmaco en 1h., mientras que a pH fisioldgico, liberan solo un
38% de Dox en una hora, en comparacién con el 80% de liberaciéon en ese
mismo tiempo que tienen las NSLs sin ADH. Este hecho asegura que llegue
mayor cantidad de farmaco al tumor y que no se libere en otros tejidos,
reduciendo asi la toxicidad sistémica. Ademas en estudios de toxicidad con la
linea humana de cancer de pulmon A549, se ha observado que NSLs con Dox y
ADH son hasta 3 veces mas efectivas que la Dox y el ADH por si solos.

Algunas NSLs con Dox [56], han demostrado ser capaces de vencer los
mecanismos de resistencia a farmacos de las células tumorales, concretamente
la linea MCF-7 resistente a adriamicina, cuya resistencia se basa principalmente
en la sobreexpresion de P-gp. En esta linea la incorporacién de la Dox unida a
las NPs fue 17,1 veces mayor a los 60 min. y 21,6 veces mayor a los 120 min. de
exposicion al farmaco que con la Dox sola. Ademas la Dox encapsulada en NSLs

aumenta considerablemente la muerte celular por apoptosis en comparacion con
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la Dox sola, debido a su mayor concentracion dentro de la célula y a su rapida
entrada [37].

Otros nanosistemas para el transporte de
doxorrubicina

La creciente aparicion en los ultimos afos de nuevas NPs, modificaciones
y mejoras para el transporte de Dox en el tratamiento del cancer de mama,
dificultan su clasificacion dentro de los dos grandes grupos mencionados
anteriormente, con distinta composicion y propiedades [54]. En la tabla que se
muestra a continuacion hemos agrupado algunos nanosistemas y sus
modificaciones, incluyendo su composicién, el complejo formado, los resultados
observados frente a Dox libre o las ventajas que pueden ofrecer (tabla 1), como
es el caso de NPs de HSA que portan Dox, a las que se les une un anticuerpo
monoclonal humanizado; el trastuzumab, que se une al receptor 2 del factor de
crecimiento epidérmico humano (HERZ2). Este factor esta sobreexpresado en
algunas lineas tumorales como es el caso de la linea de cancer de mama
humano SK-Br-3, mejorando asi la especificidad de la NP por la linea tumoral y
el efecto citotdxico de la Dox [7]. Diferentes nanosistemas que transportan Doxo
se han testado en combinacién con una cubierta de polietilenglicol (PEG), para
aumentar su tiempo de permanencia en la circulacion sanguinea y su tolerancia
por el sistema inmune [59, 25]. Encontramos resultados in vitro e in vivo de
micelas formadas por chitosan y &cido estearico. Estas, muestran eficacia a la
hora de superar la resistencia a farmacos de la linea MCF-7 resistente a
adriamicina y en estudios con ratones se demostrd, una inhibicion significativa
del crecimiento del tumor, ademas de una reduccion de la toxicidad sistémica
[31]. Algunos de estos nanosistemas han sido testados en ensayos clinicos (fase
I), como el copolimero de N-(2-hidroxipropil) metacrilamida (HPMA) que lleva
Dox unida [64].
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Tabla 1. Otros transportadores para la liberacion de doxorrubicina.

Composicién Complejo Ventajas Ref.

HSA con polietilenimina HSA-PEI-Dox Aumenta la entrada y citotoxicidad [1

(PEI) de Dox en MCF-7

Acido hialurénico (HA) HA-Dox Posible mejora de la eficacia en [20,3,8]
cancer de mama metastasico

Chitosan con acido OCH-Dox Inhibe el crecimiento in vitro de [81]

oleico (OCH) lineas tumorales

Oligosacarido de chitosan SA-CSO-Dox In vitro, son capaces de revertir el [79, 31]

(CSO) y acido estearico (SA) fenotipo de resistencia en MCF-7. In

vivo muestran la misma eficacia en la
reduccion del volumen tumoral

Chitosan con O-Succinil O-succinil- Reduce 1a ICs 3,6 veces en MCF-7 [55, 49]
chitosan-Dox

N-(2-hidroxipropil) HPMA-Dox Actividad en pacientes con cancer de [64]
metacrilamida (HPMA) mama resistente a farmacos (ensayo
clinico en fase I)

Transportadores con NPMs-PEG-Dox Influye en la carga, liberacion y [59, 25]
Polietilenglicol (PEG) distribucién del farmaco

Liposomas-PEG-

Dox

NPs-péptido
fibronectina-Dox

Inhibidor de la aromatasa AGM-HPMA-Dox Incrementa la citoxicidad y [65, 27]

aminoglutetimida (AGM) disminuye Bcl-2 en MCF-7

Albumina de suero humano HSA-Dox- Mejora la actividad antiproliferativa [7]

(HSA) con trastuzumab trastuzumab de Dox en células SK-Br-3

Pluronic85(P85) P85-Dox Previene el desarrollo de MDR en [36, 10]
MCE-7

D-a-tocoferol polietilenglicol ~ TPGS-Dox Liberacion mas eficaz, amplia [23, 14]

1000 succinato (TPGS) distribucion en las células y

disminucion de la IC50 en MCF-7

Conclusion

Las nanoparticulas son la proxima generacion de tratamiento,
actualmente en fase de desarrollo, que confiere grandes ventajas frente a otras
terapias, reduciendo en muchos casos la dosis de farmaco necesaria para
ejercer su efecto citotoxico. Este hecho combinado con sus prometedoras

caracteristicas tales como biocompatibilidad, biodegradabilidad, baja
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inmunogenicidad y posible direccionamiento mediante campos magnéticos
permitiran en un futuro avanzar en la lucha contra el cancer. Paralelamente, la
aparicion de nuevos biomarcadores y la conjugaciéon de éstos a las NPs, hacen
posible abordar el cancer de mama de forma mas especifica y segura. Todos
estos avances conseguiran reducir los efectos citotoxicos en tejido normal
gracias a su elevada bioespecificidad, disminuyendo asi, los efectos secundarios
de los farmacos utilizados en la actualidad. Estas nuevas estrategias
terapéuticas abren las puertas a la aparicién de futuras terapias mas especificas

y eficientes, acercandonos mas a una posible cura del cancer de mama.
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La investigacion de los mecanismos cerebrales de la memoria de reconocimiento en
modelos animales ha dedicado especial atencion a la modalidad visual, siendo escasa
la investigacion que emplea otras modalidades sensoriales. En este trabajo se describen
las tareas empleadas en roedores para estudiar tanto la memoria de reconocimiento de
objetos como la memoria gustativa segura resaltando la comparacion entre los aspectos
procedimentales relevantes para la interpretacion de los resultados. Se propone la
necesidad de estandarizar las pruebas de memoria de reconocimiento aplicables en
roedores a fin de permitir la replicaciéon e integracion de los resultados obtenidos en
diversos laboratorios.

Por otra parte, una revisiéon del efecto de lesiones, intervenciones farmacolégicas y
registro de la actividad de la corteza perirrinal en la memoria de reconocimiento de cada
modalidad sugiere su participacion tanto en la memoria de reconocimiento visual como
gustativa, aunque pueda existir regionalizacion funcional y se requiere mas investigacion
para explicar las discrepancias en torno al proceso especifico que sustenta.

Contenidos

1. Concepto de memoria de reconocimiento.
2. Modelos de memoria de reconocimiento en roedores.
2.1. Tarea basica de reconocimiento de objetos.
2.2. Modificaciones de la tarea basica de reconocimiento de objetos.
2.3. Reconocimiento de estimulos gustativos.
2.4. Comparacion entre tareas de memoria de reconocimiento de objetos y
gustativa.
3. Corteza perirrinal y memoria de reconocimiento de objetos.
4. Corteza perirrinal y memoria de reconocimiento de sabores.
5. Implicacion de la corteza perirrinal en memoria de reconocimiento de objetos y
gustativa: una comparacion.
5. Conclusiones.
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1. Concepto de memoria de reconocimiento.

La memoria de reconocimiento se define como la capacidad para
identificar un item o evento como previamente experimentado. Los estudiosos
de la cognicion han dedicado una gran atencidén especialmente a la memoria de
reconocimiento visual en humanos, primates y palomas [26]. Sin embargo, el
interés por la memoria de reconocimiento en roedores es relativamente reciente
y solo en la ultima década se ha desarrollado una intensa investigacién en el
campo de las Neurociencias dirigida a estudiar las areas y circuitos cerebrales
responsables.

La interpretaciéon de los resultados obtenidos con las tareas desarrolladas
para evaluar este tipo de memoria ha dado lugar a intensas discusiones teoricas
sobre el tipo de procesos involucrados. En funcidon de la tarea empleada puede
interpretarse que la memoria de reconocimiento esta basada bien en la
familiaridad, la cual no requiere conciencia en el ser humano, o bien en el
recuerdo. Este ultimo implica conciencia en seres humanos, no necesita ensayos
repetidos e incluye contenidos de diversas modalidades sensoriales junto a
informacion espacial y temporal. La disociacién entre familiaridad y recuerdo
involucra la participacion de tipos de memoria de distinto orden dentro de las
clasificaciones dicotomicas actuales [54]. Por una parte, el desarrollo de la
familiaridad se refiere a un proceso de habituacion que reduce la respuesta ante
la novedad de un estimulo y esta incluido entre los procesos de aprendizaje que
dan lugar a memoria no declarativa o implicita. Por otra parte, el recuerdo hace
referencia a la denominada memoria episddica, un tipo de memoria declarativa o
explicita que permite recuperar informacién no solo de los estimulos sino
también espacial y temporal de una situacién vivida personalmente. Unicamente
el recuerdo se ha relacionado tradicionalmente con procesos de memoria
dependientes de estructuras del I6bulo temporal [54].

El papel del hipocampo en las tareas de memoria de reconocimiento en
roedores ha sido, y sigue siendo en la actualidad, objeto de debate [3, 12, 36,

46]. Sin embargo, se ha acumulado evidencia que apoya la participacion de otras
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areas temporales, especialmente la corteza perirrinal (PER) (Figura 1). Se
acepta que las exigencias del procedimiento aplicado para evaluar la memoria
de reconocimiento determinan el grado en que PER y otras areas temporales
estan implicadas.

El objetivo de este trabajo es revisar los conocimientos actuales acerca de
la funcién de PER en la
memoria de reconoci-
miento en  roedores,
haciendo especial hinca-
pié en la comparacién de
los resultados obtenidos
en la modalidad visual y
gustativa, con tradiciones

de investigacion separa-

das sin que haya existido o _ o
Figura 1.- Localizacién anatomica de la corteza perirrinal y

interaccion entre los cam-  regiones relacionadas en el cerebro de la rata. HC: hipocampo,
pos en que se han POR: corteza postrrinal, EC: corteza entorhinal, PER: corteza

perirrinal, rs: surco rhinal.
desarrollado.

2. Modelos de memoria de reconocimiento en
roedores.

Las tareas aplicadas en roedores para estudiar los mecanismos
cerebrales responsables de la memoria de reconocimiento han explorado
tradicionalmente el reconocimiento de objetos a través de la modalidad visual.
Sin embargo, en los ultimos afos se han introducido modificaciones y nuevas
tareas que pueden implicar otras modalidades sensoriales o incluir
reconocimiento de informacién adicional presente en la situacidn experimental.

Las caracteristicas precisas de la tarea comportamental aplicada adquieren
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connotaciones criticas cuando se trata de identificar el papel de una zona
cerebral en la memoria de reconocimiento puesto que pueden involucrar
procesos que dependan de diferentes mecanismos cerebrales. A continuaciéon se
revisan los procedimientos comportamentales empleados resaltando las
variables que pueden resultar criticas a la hora de interpretar los resultados de

las intervenciones cerebrales.
2.1. Tarea basica de reconocimiento de objetos.

La tarea estandar empleada para evaluar memoria de reconocimiento
visual en roedores fue propuesta por Ennaceur y Delacour en 1988 [23],
aprovechando su tendencia innata a pasar mayor tiempo explorando objetos
novedosos que familiares. Dado que se considera que depende de una
respuesta espontanea inducida por la novedad que no requiere entrenamiento
previo, se ha denominado en inglés “spontaneous object recognition” (SOR). En
ocasiones se utiliza como sinénimo de SOR el término “preferencia por la
novedad” [44].

El procedimiento general se lleva a cabo en un campo abierto

B3

cuadrangular e incluye al menos dos
sesiones (Figura 2) después de haber
familiarizado al animal con el aparato y la
habitacion en que se encuentra. En la
sesion de adquisicion se permite al roedor
explorar dos objetos idénticos durante un
periodo de tiempo. La sesidon de prueba se
aplica después de un periodo de retenciéon
variable segun el objeto de estudio. En ésta,
uno de los objetos es sustituido por uno

. . : Fi 2.- Procedimiento estand
desconocido para el animal y se registra el 9" rocedimiento.estandar con

) . ) objetos de la vida diaria para evaluar la
tiempo de exploracion tanto del objeto memoria de reconocimiento de objetos

familiar como del novedoso. Si los animales espontanea (SOR).
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dedican mas tiempo a explorar el objeto novedoso que no habian examinado
previamente, se puede inferir que recuerdan el objeto familiar.

Aunque la tarea es aparentemente sencilla, modificaciones mas o menos
sutiles en algunos parametros pueden ser criticas a la hora de determinar su
eficacia o la implicacién de determinados circuitos cerebrales.

En primer lugar, la tarea esta concebida para ser aplicada en un Unico
ensayo. En cualquier caso, es importante que el roedor sea sometido a un unico
ensayo diario a fin de que el comportamiento exploratorio no se habitue y la tasa
de exploracion solo alcance valores minimos no utilizables [17]. Por otra parte, el
empleo de sesiones multiples de adquisicion no es recomendable, puesto que
presumiblemente podria poner en marcha procesos de aprendizaje y memoria
independientes implicando la participacion de areas cerebrales diferentes. Sin
embargo, en ocasiones se emplean sesiones de prueba repetidas a distintos
intervalos después de la adquisicion para evaluar la duracién de la retencién
[19]. En estos casos se incluye un objeto novedoso diferente en cada prueba,
pero el objeto familiar sigue siendo el mismo. En nuestro laboratorio hemos
obtenido datos que desaconsejan la exploracién del efecto del intervalo de
retencion en los mismos animales empleando disefos intrasujetos. De hecho, la
tarea se facilita al incrementar la familiaridad del objeto conocido y los resultados
de intervenciones difieren de los obtenidos empleando disefios entregrupos.

En segundo lugar, la duracién del intervalo de retencién determina el tipo
de proceso involucrado en la tarea. El empleo de intervalos cortos en el rango de
segundos y minutos permite explorar las capacidades perceptivas, lo cual puede
ser un objetivo en si mismo [9] o puede emplearse como tarea control para
confirmar que el sujeto es capaz de discriminar entre los objetos a recordar. La
aplicacion de la tarea al estudio de la memoria suele emplear intervalos de
retencion que oscilan entre varias horas y dias.

En tercer lugar, en la actualidad se esta dedicando especial atencion al
tratamiento del animal durante el periodo de dilacién entre la fase de adquisicion
y la de prueba. Dado que se trata de una tarea de memoria visual los estimulos
visuales extrafios a los que el animal esta expuesto durante estos periodos
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pueden inducir efectos de interferencia en la medida en la que compartan rasgos
con el objeto a recordar. Esta cuestion suele controlarse cubriendo las jaulas o
manteniendo al sujeto en oscuridad, lo que es mas complicado cuando se trata
de dilaciones largas.

Un cuarto aspecto hace referencia no tanto al procedimiento conductual
como al analisis de los resultados obtenidos. Junto al analisis de los tiempos de
exploracion  de cada objeto, frecuentemente se utilizan una serie de
transformaciones que permiten poner en relacion los tiempos de exploraciéon del
objeto familiar versus el novedoso y obtener una tasa unica. Aunque dichas
transformaciones pueden ser utiles para reducir variabilidad y eliminar efectos
producidos por variables extrafas que afecten a la ejecucion, su empleo debe
ser cuidadoso. A partir de una comparacion entre el analisis de los datos
directos y tres de las tasas mas empleadas, nuestro grupo ha demostrado que la
eleccion de la tasa puede modificar las conclusiones acerca de los efectos de la
variable independiente [30].

Por dultimo, a nuestro entender las caracteristicas de los objetos

empleados en la tarea SOR es una de las
cuestiones de mayor relevancia que, sin
embargo, no ha sido objeto de estudio excepto
en aquellas investigaciones dirigidas a explorar
las capacidades perceptivas. Se emplea una

diversidad de objetos que a menudo no son
descritos con precision en los trabajos publicados
y en ocasiones de diversa disponibilidad
dependiendo de los paises, lo que dificulta la
replicacion de los resultados y puede conducir a
interpretaciones confusas. Los objetos

empleados pueden clasificarse en tres

Figura 3.- Formas geométricas

categorias: objetos de la vida diaria (Figura 2), (arriba) y figuras  complejas
compuestas de piezas Lego (abajo).

formas geométricas tridimensionales (Figura 3,
Modificado de [30].

arriba) y objetos compuestos de piezas de Lego
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(Figura 3 abajo). Aspectos como las diferencias en tamafio, forma y color entre la
pareja de objeto novedoso y familiar empleados pueden determinar el tipo de
proceso y area cerebral implicado en la tarea. En este sentido, el papel de la
similaridad y complejidad de los objetos se ha revelado de especial importancia
cuando se trata de explorar el papel de la corteza perirrinal en tareas SOR [25,
22, 47, 50, 60, 59,14, 8, 20]. Resultados similares se han obtenido en nuestro
laboratorio al investigar los efectos de la edad en memoria de reconocimiento
visual [30].

2.2. Modificaciones de la tarea basica de reconocimiento de

objetos.

Aunque la tarea SOR tipicamente emplea un campo abierto, existen
versiones en las que se utiliza un laberinto en Y [29, 60] o una plataforma
elevada [24]. Una version mas compleja del procedimiento estandar, que
combina caracteristicas de la tarea de desigualacién a la muestra demorada con
la exploracion espontanea, es la desarrollada por Albasser et al. [6]. Entre las
modificaciones a destacar se incluyen la sustitucion del campo abierto
cuadrangular por un laberinto que consiste en un corredor estrecho cuyos dos
extremos finalizan en un espacio triangular. En cada espacio triangular se
pueden colocar dos objetos separados parcialmente por una pared. El
procedimiento incluye el reforzamiento de la conducta exploratoria, ya que todos
los objetos se situan sobre comederos cebados a los que el animal accede
desplazandolos. Ademas requiere una fase de entrenamiento previo para que el
animal se desplace por el laberinto y explore las cuatro posibles localizaciones
del objeto. El reforzamiento de la conducta exploratoria permite multiples
ensayos con pares de objetos diferentes, evitando los problemas de habituacion.
De hecho la tarea incluye familiarizacion con un gran numero de pares de
objetos de la vida diaria que pueden diferenciarse en cuanto a las caracteristicas
visuales (forma, tamano, color), textura y olor.

Esta tarea ha sido aplicada a la investigacién del papel de las sefales
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visuales frente tanto a las tactiles, alternando luz y oscuridad durante la
adquisicion y prueba [4] o realizando todo el entrenamiento en oscuridad [5],
como a las olfativas, empleando formas cubicas con diversos aromas en vez de
los objetos. El objetivo de los creadores de este procedimiento es acentuar las
diferencias entre la activacion cerebral desencadenada por la deteccion de la
novedad y familiaridad a la vez que se iguala el tiempo de exposicion vy
entrenamiento entre los grupos experimentales y controles. Ello contribuye a una
mayor actividad cerebral asociada a la tarea. Aunque no puede descartarse que
el empleo de ensayos repetidos y la intervencion de procesos de reforzamiento
afiadidos representen factores extrafios que impliquen tipos de memoria no
comparables con los implicados en la tarea SOR estandar [26] y desencadenen
la participacion de circuitos cerebrales diferentes de los implicados en la tarea
SOR basica, éstos deberian estar igualados en los grupos control vy
experimental, siendo la exposicién al objeto novedoso o familiar lo unico que
diferiria entre ellos. Ademas, la tarea incluye también un componente de
desplazamiento entre las posiciones del laberinto que, aunque controlado
mediante balanceo, implica la activacion de circuitos cerebrales involucrados en
memoria espacial.

Por otra parte, el papel de la memoria de la localizacion del objeto se
estudia empleando otra modificacion de la tarea SOR estandar que fue
desarrollada en 1997 [25]. Denominada en inglés “object location recognition
memory” (OLR) emplea el mismo par de objetos en las sesiones de adquisicion y
prueba pero en ésta ultima uno de ellos es colocado en una posicion novedosa
dentro del campo abierto. El recuerdo de la posicion familiar del objeto da lugar a
mayor tiempo de exploracion de aquel que ocupa una posicion novedosa. Una
descripcion precisa de las posiciones empleadas, incluyendo distancias, se echa
de menos a menudo, ya que las posiciones elegidas determinan la dificultad de
la tarea.

Por ultimo, otras modificaciones de la tarea de reconocimiento de objetos
hacen hincapié en la capacidad del animal para recordar la localizacion de varios

objetos presentes simultaneamente en la situacion de adquisicion o el orden
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temporal de aparicién. En el primer caso, se trata de la tarea denominada
“Object-in-place recognition memory” (OPR) que utiliza cuatro objetos dispuestos
en las esquinas del campo abierto que cambian de posicion durante la prueba.
En el segundo caso, la tarea se denomina “temporal order recognition memory”
(TOR) y emplea dos sesiones de adquisicidon previas a una sesion de prueba con
una pareja de objetos idénticos de cada sesion, en la que se evaluan
capacidades relacionadas con informacion de presentacion de los objetos
(recencia, orden, etc,...).

2.3. Reconocimiento de estimulos gustativos.

El estudio de las respuestas comportamentales de los roedores ante la
novedad y familiaridad de los sabores asi como sus fundamentos cerebrales
tiene una larga tradicién constituyendo en si mismo un campo de investigacion
dentro del ambito del efecto de la novedad en aprendizaje. Efectivamente, la
presentacion de sabores desconocidos desencadena una respuesta neofdbica
que desaparece a medida que el sabor se convierte en familiar gracias a un
proceso de aprendizaje denominado habituacion de la neofobia. Sin embargo,
no ha sido hasta el afo 2004 cuando la habituacién de la neofobia gustativa se
ha propuesto como modelo de memoria de reconocimiento gustativa segura [11].

La respuesta neofdbica gustativa consiste en una reduccion del consumo
de un alimento o solucion sapido en comparacion con las cantidades ingeridas
en ulteriores presentaciones cuando el sabor se convierte en familiar y seguro al
no haber sido seguida su ingestion de malestar gastrointestinal. Se trata de una
respuesta innata adaptativa que contribuye a la supervivencia al evitar la
ingestion de grandes cantidades de una sustancia desconocida potencialmente
toxica.

En el laboratorio el procedimiento empleado para estudiar el efecto de la
novedad y familiaridad gustativa requiere la privacion de agua de los animales
que disponen de sesiones diarias en las que se presenta el sabor habitualmente

diluido en agua. El tipo de estimulo gustativo puede variar desde los principales
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sabores basicos (dulce, salado, amargo y acido) hasta una variedad de sabores
compuestos que se obtienen diluyendo extractos saborizantes disponibles en el
mercado para su empleo en la preparacion de alimentos o bebidas. Dado que
existen preferencias innatas por determinados sabores, tales como salado y
dulce, por ejemplo, frente a amargo y agrio, las cantidades ingeridas de un sabor
desconocido dependen del estimulo empleado. Por ello, la reduccion en el
consumo de un sabor durante la primera presentacion en comparacion con una
linea base previa de consumo de agua, indice de neofobia muy empleado en el
pasado, ha sido criticado por poder conducir a conclusiones erréneas,
especialmente cuando se utilizan sabores con concentraciones agradables al
paladar. Hoy se acepta que la demostracién de la respuesta neofébica requiere
al menos dos presentaciones en dias consecutivos de manera que el consumo
se incremente significativamente en la segunda presentacion respecto a la
primera. Efectivamente, estudios previos han demostrado que basta una
presentacion para inducir un efecto de familiaridad gustativa evidente no solo en
el incremento del consumo sino que también afecta al retraso de aprendizajes
posteriores empleando dicho estimulo, como en el caso del fendmeno
denominado inhibicion latente [39]. Ello no es dObice para que dependiendo de
diversos factores el proceso de familiarizacion pueda continuar en sesiones
posteriores. La demostracion de que el proceso de familiarizacién ha alcanzado
un techo viene dada por la ausencia de diferencias significativas en el consumo
de la solucion familiar durante dos sesiones consecutivas. Se han descrito
diversos factores, tales como la experiencia previa con otros sabores, la edad
[42] y cambios en el contexto espacial [43] y temporal [40] que pueden modificar
el efecto de la novedad gustativa, el numero de exposiciones necesarias para
completar el proceso de habituacion y sus consecuencias en aprendizajes

ulteriores.
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2.4. Comparacion entre tareas de memoria de reconocimiento de

objetos y gustativa.

La comparaciéon entre las tareas empleadas para estudiar la memoria de
reconocimiento de objetos y la de reconocimiento de sabores seguros en
roedores permite identificar tanto caracteristicas compartidas como aspectos
peculiares de cada una de ellas.

Por una parte, en ambos casos basta una sola exposicion a los estimulos
novedosos para que se conviertan en familiares. Sin embargo la familiaridad se
refleja en una disminucion de la tasa de exploracion en el caso de objetos
familiares mientras que induce un incremento del consumo en el caso de
sabores familiares cuya ingestion no ha producido consecuencias negativas. Es
de suponer que la razdon de esta discrepancia radique en la diferente relevancia
biolégica de los estimulos empleados. Mientras que los objetos empleados no
desencadenan respuestas neofdbicas [24] y su exploracion induce
consecuencias neutras para el organismo, las soluciones gustativas producen
neofobia y su ingestion induce consecuencias internas relevantes [53]. En el
mejor de los casos, la ingestion de la solucidn gustativa restablece el equilibrio
hidrico en animales privados de agua. En el mismo sentido, Ennaceur [26] ha
puesto en tela de juicio la validez de la “preferencia por la novedad” como indice
de la memoria de reconocimiento, ya que existen casos en que puede hablarse
de “preferencia por la familiaridad”, especialmente cuando se trata de estimulos
amenazantes, como seria el caso del sabor desconocido. Este autor destaca que
el estimulo amenazante atrae la atencién sin que exista aproximacion fisica.

Por otra parte, tanto la memoria visual del objeto como la memoria
gustativa del sabor incluyen elementos adicionales al estimulo empleado sobre
aspectos de la situacidon en la que se experimentd durante la sesion de
familiarizacién. Ello se pone de manifiesto en tareas modificadas de
reconocimiento visual que exploran la memoria del lugar o el contexto en el que
se presentd el objeto y el reconocimiento del objeto a través de otras

modalidades sensoriales, tales como textura u olor. Del mismo modo, la memoria
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gustativa segura resulta afectada por cambios de contexto espacial y temporal.
Puede aplicarse la misma consideracion de Ennaceur [26] sobre la tarea SOR a
la tarea de memoria de reconocimiento gustativa segura. La memoria de la
sesion de adquisicion implica el recuerdo de un episodio en la vida del animal,
pero las tareas basicas soélo evaluan un aspecto de ese episodio, es decir, el
recuerdo del objeto o del sabor. En conjunto, tanto la adquisicion en un unico
ensayo como el hecho de que la memoria incluya aspectos de la situacién que
van mas alla del estimulo empleado apoyan una vision de la memoria de
reconocimiento tanto visual como gustativa como modelo de memoria episddica
basada en el recuerdo mas alla de la mera familiaridad.

Adicionalmente, existen diferencias procedimentales entre los modelos
animales de reconocimiento de objetos y reconocimiento de sabores seguros
que son propias de cada modalidad sensorial y ofrecen ventajas en el ultimo
caso.

En primer lugar, habitualmente la precision en la descripcion del estimulo

resulta ser mayor en los estudios que emplean soluciones gustativas, lo que
permite la replicacion precisa. Ademas, la posibilidad de variar la concentracién
de la solucion permite graduar la respuesta de ingestion con precision.
En segundo lugar, es mas facil eliminar efectos de interferencia durante los
periodos de retencion en las tareas de memoria de reconocimiento gustativa.
Mientras que resulta imposible evitar la exposicion a estimulos visuales, salvo
manteniendo a los animales en la oscuridad, es sencillo evitar la exposicién a
sabores en el agua disponible diariamente sin alterar el ciclo de luz-oscuridad v,
por consiguiente, los ritmos bioldgicos.

Por ultimo, los requisitos motores de las tareas de memoria de
reconocimiento gustativa son menores de los que implican las tareas de memoria
de reconocimiento de objetos, que al menos exigen desplazamiento en el campo
abierto. Ello hace que sean aplicables en animales de edad avanzada sin que
resulte afectada la respuesta ante la novedad. Estudios previos en nuestro
laboratorio han demostrado que, en ausencia de experiencias aversivas previas

con sabores, ratas envejecidas no difieren de adultas jévenes en la magnitud de
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la respuesta neofébica [42]. Sin embargo, en algunos casos las ratas
envejecidas muestran una reduccion en los tiempos de exploracion [30] aunque
frecuentemente no se describen diferencias [17, 18, 19].

3. Corteza perirrinal vy memoria de reconocimiento
de objetos.

El hecho de que las tareas de memoria de reconocimiento de objetos en
animales surgieran como modelo para estudiar la amnesia humana inducida por
dafno del I6bulo temporal medial [61] ha dirigido la atencidn de los investigadores
desde el principio al papel de diversas areas, tales como el hipocampo, corteza
parahipocampal y perirrinal. En este sentido se ha producido una gran evolucién
desde los primeros estudios que atribuian un papel central al hipocampo hasta la
actualidad en que los resultados obtenidos en roedores han inclinado el interés
hacia la corteza perirrinal [12, 46]. Efectivamente, aunque existe debate sobre la
funcién concreta de la corteza perirrinal, hoy en dia esta aceptado su papel
crucial en los procesos implicados en las tareas de memoria reconocimiento de
objetos, dados los hallazgos obtenidos empleando diversas técnicas vy
aproximaciones.

Existe un gran numero de estudios de lesidon que interrumpen la memoria
de reconocimiento cuando se emplean tareas SOR con objetos facilmente
discriminables en roedores (para una revision véase [57]). El efecto del dafio de
la corteza perirrinal afecta a la memoria ya que la lesién no interfiere con la
ejecucion cuando se emplean dilaciones cortas de menos de cinco minutos. Se
trata, por otro lado, de un efecto selectivo sobre los procesos de memoria
implicados en la tarea SOR, ya que el dafo de la zona no altera la ejecucién en
tareas de memoria espacial, como la tarea OLR. Sin embargo, las tareas de
memoria de reconocimiento que requieren integrar una combinacion de

informaciones sobre el dénde y cuando se presentd el objeto y la naturaleza del
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mismo, tales como las tareas OPR y TOR, resultan deterioradas en animales
lesionados.

Asimismo, la evidencia con estudios de lesiones apoya una funcién
adicional de la corteza perirrinal en procesos visuales perceptivos complejos, ya
que, cuando se emplean objetos complejos que introducen ambigledad en la
discriminacion, los déficits de ejecucidn se presentan incluso con dilaciones
cortas (para revisiones del tema véanse [10, 55]).

Del mismo modo, los estudios farmacolégicos (revisados en [13])
confirman la participacion de la corteza perirrinal en los procesos de memoria
implicados que requieran informacion sobre la ocurrencia previa de un objeto, lo
que es relevante tanto en la tarea estandar SOR como en las modificaciones
OPR y TOR. Aunque se requiere mas investigacion, los efectos de la inyeccion
en la zona de antagonistas glutamatérgicos, colinérgicos y de canales de calcio
dependientes del voltaje tipo-L sugieren la presencia de al menos dos procesos
de plasticidad sinaptica disociables en el tiempo que tienen lugar en la corteza
perirrinal. Ambos procesos se suceden durante la adquisicion y se han propuesto
como responsables del almacenamiento de la informacion requerida en la
memoria de reconocimiento de objetos. Asimismo, se estan identificando las
cascadas intracelulares subyacentes a los procesos de consolidacion en la zona.

Por ultimo, el estudio en ratas de la activacion neuronal en la corteza
perirrinal mediante determinacion inmunohistoquimica del gen inmediato
temprano c-fos o de su producto la proteina c-Fos muestran un incremento del
numero de células marcadas durante la presentacion de objetos novedosos
frente a familiares. Aggleton y Brown [1] informaron que dicho incremento esta
relacionado selectivamente con la exposicion a objetos, ya que cuando se
emplean tareas que dependen de informacion espacial es el hipocampo el que
muestra cambios en la expresion de c-fos. Ello es consistente con estudios
previos del mismo grupo indicando que estimulos visuales novedosos inducen
mayor activacion que los familiares en la corteza perirrinal y otras zonas, pero no
en el hipocampo [56, 63, 64]. Asimismo, empleando la tarea SOR compleja

desarrollada por Albasser et al. [6] que ha sido descrita previamente, se ha
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identificado que la mayor actividad c-Fos inducida por la presentacion de objetos
novedosos se restringe selectivamente a la porcion caudal de la corteza
perirrinal. Adicionalmente se observa un patron propio de activacion de los
subcampos hipocampales ante la novedad del objeto con incrementos de
actividad en CA1 y CA3 frente a disminuciones en el giro dentado [6]. Segun los
autores, éste es el primer informe en el que se confirma simultdneamente la
capacidad de los animales para discriminar entre los estimulos. De hecho, en
estudios previos se han presentado a las ratas estimulos visuales consistentes

en fotos [56, 63] sin pruebas comportamentales de su discriminabilidad.

4. Papel de la corteza perirrinal en la memoria de
reconocimiento de sabores.

Los primeros estudios sobre los sustratos neurales de la memoria de
reconocimiento gustativa segura pueden atribuirse a Bures y Buresova, que en la
década de 1970 demostraron que diversas intervenciones, incluyendo anestesia
general y depresion cortical propagada, interfieren con la atenuacion de la
neofobia [15, 16]. En las décadas posteriores la mayor parte de la investigacion
se centro en el papel de la corteza gustativa insular en la codificacion de la
novedad. Diversos estudios identificaron correlatos corticales de la novedad y
familiaridad gustativa en esta zona (para revisiones de los hallazgos durante el
siglo XX véase [31, 11]). Posteriormente se obtuvieron datos que apoyaban la
implicacion de la amigdala en la neofobia gustativa [28, 38, 37, 52] y se han
ampliado los conocimientos sobre la funcion de la corteza insular y los
mecanismos neuroquimicos relevantes en la consolidacion de la memoria
gustativa con especial participacién del sistema colinérgico [49] y glutamatérgico.
La vision actual propone que la memoria gustativa segura puede depender de
una representacion neural del sabor almacenada en varias regiones cerebrales
[51]. Los resultados apuntan a que la adquisicion y consolidacion de la memoria

de reconocimiento gustativa segura requiera la interaccion entre la corteza
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insular [48, 27, 34] y la amigdala [35] con otras areas cerebrales, tales como el
nucleo accumbens, hipocampo dorsal, nucleos talamicos [62] y la corteza
perirrinal [51]. Dada la participaciéon de la corteza perirrinal en el reconocimiento
visual de objetos, adquiere especial relevancia revisar su posible papel en la
memoria de reconocimiento gustativa a fin de explorar la posibilidad de que
existan mecanismos neurales compartidos.

Los escasos informes publicados hasta la fecha indican la posibilidad de
impedir la habituacion de la neofobia gustativa mediante la inactivacion temporal
de la corteza perirrinal aplicando inyecciones locales de anisomicina, inhibidor de
la sintesis proteica [21]. La microinyeccion bilateral se aplicd después de la
ingestion de una soluciéon novedosa de sacarina (0.3%) durante 15 minutos. En
una sesion de prueba realizada al dia siguiente el grupo sometido a la
inactivacion reversible de PER no mostré incremento en el consumo,
comportandose, a diferencia del grupo que recibio inyeccion de vehiculo, como si
no hubiera probado antes el sabor. Un resultado similar se obtuvo inactivando el
hipocampo dorsal.

Asimismo, microinyecciones bilaterales de escopolamina, antagonista de
los receptores muscarinicos colinérgicos, en PER impiden la formacion de la
memoria gustativa segura si se aplican inmediatamente después de la ingestion
de una solucidén novedosa de sacarina (0.5%) [33]. Estos datos sugieren que la
neurotransmision colinérgica en la corteza perirrinal estd implicada en la
memoria de reconocimiento gustativo.

Por ultimo, en nuestro laboratorio se ha llevado a cabo el unico trabajo
que ha evaluado la activacion de PER en relacion con |la memoria de
reconocimiento gustativa segura mediante técnicas inmunohistoquimicas [32].
Los resultados han indicado un incremento de la actividad de c-Fos en la zona
medial de PER durante la ingestion de una solucion de vinagre de sidra (3%)
familiar frente a la primera presentacion. Dicho incremento no se observa en el
hipocampo entre otras zonas control. El estudio tiene el interés adicional de
presentar datos conductuales que confirman el proceso de atenuacion de la

neofobia gustativa. Ademas, la interrupcién de la formacion de la memoria
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gustativa segura mediante lesiones de la amigdala basolateral anula la
activacion diferencial inducida por la familiaridad del sabor en PER.

5. Implicacion de la corteza perirrinal en memoria

de reconocimiento de objetos y gustativa: una
comparacion.
Una comparacion de los efectos de las lesiones, intervenciones

farmacoldgicas y registro de la actividad en la corteza perirrinal en la memoria de
reconocimiento en sus modalidades visual y gustativa pone de manifiesto la

posibilidad de que existan mecanismos
compartidos a pesar de tratarse de tipos
de memoria considerados

tradicionalmente de distinto rango. La

evidencia publicada hasta el momento,

a pesar de ser escasa con respecto a la
modalidad gustativa, apunta a que en
ambos casos la lesion de PER interfiera
las tareas de

con la ejecucion de

memoria de reconocimiento. Aunque
existe multiples informes sobre el efecto
de lesiones perirrinales sobre la
memoria de reconocimiento de objetos

(para una revision [57]), solo se ha

publicado un trabajo empleando

Figura 4.- Arriba: seccién coronal del cerebro

lesiones reversibles en el caso de la
modalidad gustativa [21]. Del mismo
modo, los estudios farmacoldgicos

indican que la neurotransmision

colinérgica en PER es esencial tanto

de la rata tefiida con Violeta de Cresilo (2X) en
la que se destaca la corteza perirrinal. Abajo:
Microfotografia de la corteza perirrinal (20X)
mostrando células activadas durante la
memoria de reconocimiento mediante tincion

immunohistoquimica de la proteina c-Fos.
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para el reconocimiento de estimulos visuales [13, 58] como gustativos [33]. Por
ultimo, tanto las tareas de memoria de reconocimiento visual como gustativas
inducen activacién de c-Fos en la corteza perirrinal (Figura 4).

Sin embargo, los resultados sugieren también disociaciones interesantes.
De hecho, el déficit inducido por las lesiones de PER responsable de la
incapacidad para ejecutar correctamente las tareas de memoria de
reconocimiento parece ser de naturaleza diferente en la modalidad visual y
gustativa. En el caso de la memoria de reconocimiento gustativa, la inactivacion
temporal de la corteza perirrinal después de la sesion de familiarizacion
interrumpe la atenuacidén de la respuesta neofébica, haciendo que el animal
responda al sabor familiar como si fuera desconocido [21]. En el caso de la
memoria de reconocimiento de objetos se ha propuesto que el déficit consiste en
la imposibilidad de detectar la novedad, de manera que los animales lesionados
se comportan durante la prueba como si los dos objetos fueran familiares [41]. A
esta conclusion se ha llegado, empleando un procedimiento ad hoc con un
laberinto en Y [41], puesto que una revision de las publicaciones sobre el efecto
de lesiones perirrinales en ratas empleando la tarea SOR estandar pone de
manifiesto la imposibilidad de obtener conclusiones en este sentido. La razén
viene dada porque habitualmente se emplean tasas sin informar de los datos
brutos sobre el tiempo de exploracion de cada objeto en la prueba. Ello impide la
comparacion con el tiempo de exploracion del objeto novedoso durante la sesidn
de adquisicion [2, 7, 45, 60]. Ademas, aunque se informe de los tiempos de
exploracion durante la familiarizacion, dado que su duracion es tipicamente
mayor que la de la prueba, no se dispone de datos correspondientes a periodos
comparables.

Esta discrepancia puede estar relacionada con el hecho de que la
respuesta exploratoria ante la novedad del estimulo es opuesta en funciéon de
que se trate de un objeto o de un sabor. En el primer caso, el incremento en la
respuesta exploratoria se interpreta como indice de la deteccion de la novedad
del estimulo, mientras que en el segundo es la ausencia o reduccién de la
respuesta de ingestion la que indica que el sabor ha sido detectado como nuevo.
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Por ello, también es opuesta la respuesta que refleja la deteccidn de familiaridad
en la siguiente presentacion. Como se ha mencionado antes, ello aboga a favor
de la propuesta de Ennaceur [26] de evitar el uso del término “preferencia por la
novedad” como sinbnimo de memoria de reconocimiento, uso que esta muy
extendido en la actualidad. La comparacién de los efectos opuestos de
intervenciones cerebrales sugiere que puede tratarse de una cuestion que va
mas alla de discusiones terminolégicas y que debe tenerse en cuenta a la hora
de interpretar los resultados.

En el mismo sentido, los efectos de la novedad y familiaridad del estimulo
parecen inducir respuestas opuestas en la actividad c-Fos de la corteza
perirrinal. Mientras que en el caso de la memoria de reconocimiento visual se ha
descrito repetidas veces un incremento en el numero de células marcadas
durante la presentacién del objeto novedoso con respecto al familiar [1, 6, 64], el
unico estudio sobre la memoria de reconocimiento gustativa ha obtenido mayor
activacion durante la presentacion del sabor familiar que durante la presentacion
del novedoso [32]. Ademas, la region de la corteza perirrinal en la que se ha
registrado la activacion asociada a la memoria de reconocimiento visual y
gustativa no es la misma. Mientras que la ejecucidén de las tareas de memoria
de reconocimiento de objetos esta asociada con un incremento del numero de
células c-Fos en el PER caudal [6], la reduccion de la ingestion de un sabor
familiar lo esta con la region medial [32]. Es necesaria mas investigacion para
dilucidar si existe una especializacion funcional en la corteza perirrinal de
manera que en funcion de la modalidad sensorial sean distintas regiones las
implicadas en la memoria de reconocimiento.

Con respecto a la discrepancia en la relacion de la activacion de c-Fos
con la deteccion de la novedad cuando se trata de objetos y de la familiaridad en
el caso de los estimulos gustativos pueden proponerse varias explicaciones.
Aunque improbable, una primera explicacién es que la actividad neural en PER
esté implicada en procesos diferentes en cada modalidad. Una segunda
explicacion podria radicar en que una sola presentacion del sabor en la que se
consume una cantidad reducida debido al fendmeno de neofobia no es suficiente
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para inducir familiaridad con el sabor. Si ello fuera asi, en la segunda
presentacion durante la sesion de prueba el sabor seguiria siendo novedoso, lo
que seria congruente con los resultados obtenidos empleando la tarea de
reconocimiento de objetos. Aunque los datos conductuales indican que ha
bastado una presentacion para reducir la respuesta neofdbica [32], ello no
descarta que el proceso de familiarizacion no se haya completado. Por ultimo,
una tercera explicacién se fundamenta en el hecho de que tanto en la modalidad
visual como en la gustativa la mayor actividad c-Fos se produce en las
situaciones en las que la conducta de exploraciéon que incluye aproximaciéon y
consumo en el caso de los sabores es mas elevada. La posibilidad de que la
funcion de la corteza perirrinal esté relacionada mas con la conducta de
exploracion del estimulo que con la deteccién de la novedad o la familiaridad

merece mas investigacion.

6. Conclusiones

1. En nuestra opinién el campo se beneficiaria del desarrollo de baterias de
objetos estandarizadas que permitieran la replicacién e integracion de los

resultados obtenidos en diversos laboratorios.

2. La evidencia revisada pone de manifiesto que las clasificaciones empleadas
en el campo de la cognicion y el aprendizaje pueden no ser las mas adecuadas
para interpretar los resultados de las tareas de memoria de reconocimiento. El
tipo de memoria evaluado puede variar en funcion de las tareas aplicadas en

sus diferentes versiones.

3. La corteza perirrinal parece jugar un papel crucial tanto en la memoria de
reconocimiento visual como gustativa, aunque pueda existir regionalizacion
funcional y se requiere mas investigacion para explicar las discrepancias en

torno al proceso especifico que sustenta.
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La memoria de reconocimiento, definida como la capacidad para recordar un estimulo o
situacion previamente vivida se ha explorado en modelos animales empleando la
modalidad visual fundamentalmente. Esta ampliamente aceptado que el empleo de
otras modalidades, tales como la gustativa, implica tipos de memoria de rango inferior
dependientes de circuitos anatéomicos independientes. En este trabajo se revisa la
evidencia disponible sobre la neuroanatomia y funciones los circuitos neurales
involucrados en ambos tipos de memoria de reconocimiento. Los datos indican la
participacion de nucleos talamicos, amigdala, corteza insular, corteza perirrinal e
hipocampo en ambos tipos de memoria. La informacién sobre las caracteristicas de las
tareas que determinan el papel de estas zonas en la memoria de reconocimiento visual
y gustativa permite establecer hipotesis acerca de sus funciones.

En conjunto, los conocimientos actuales dibujan un complejo circuito cerebral formado
por el sistema hipocampal, la corteza perirrinal y areas diencéfalicas responsable de los
diversos procesos necesarios para la memoria de reconocimiento. Los datos apoyan la
existencia de mecanismos compartidos, aunque se requiere mas investigacion
comparando ambos tipos de tareas para su identificacion precisa.

Contenidos

1. Memoria de reconocimiento de objetos y gustativa: ¢ dos tipos de memoria?
2. Neuroanatomia del sistema visual.
3. Neuroanatomia del sistema gustativo.
4. Coexistencia de funciones relacionadas con la memoria de reconocimiento
visual y gustativa en los circuitos neurales.
4.1. Talamo
4.1.1. Conectividad
4.1.2. Participacion en memoria de reconocimiento visual.
4.1.3. Participacion en memoria de reconocimiento gustativa.
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4.2. Amigdala

4.2.1. Conectividad

4.2.2. Participaciéon en memoria de reconocimiento visual.

4.2.3. Participacion en memoria de reconocimiento gustativa.
4.3. Corteza Insular

4.3.1. Conectividad

4.3.2. Participaciéon en memoria de reconocimiento visual.

4.3.3. Participacion en memoria de reconocimiento gustativa.
4.4. Corteza Perirrinal

4.4.1. Conectividad

4.4.2. Participacion en memoria de reconocimiento visual.

4.4.3. Participacion en memoria de reconocimiento gustativa.
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4.5.1. Conectividad

4.5.2. Participacion en memoria de reconocimiento visual.
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5. Conclusiones: hacia una aproximacion de circuitos

1. Memoria de reconocimiento de objetos vy
qustativa: ;dos tipos de memoria?

La memoria de reconocimiento es la habilidad para identificar como
familiar un estimulo o situacién experimentados previamente. Esta habilidad
puede reflejarse en informes verbales o en modificaciones del comportamiento,
lo que posibilita su estudio en modelos animales. Los conceptos de novedad y
familiaridad juegan un papel relevante en las teorias del aprendizaje y la
cognicion en relacion con los procesos atencionales. Los cambios en la atencién
dirigida a un estimulo o situacion familiar versus la atencién dirigida a uno
novedoso dependen de su relacidén bien con consecuencias, ya sean aversivas o
reforzantes, bien con la ausencia de consecuencias relevantes para el
organismo. Por ello, cuando se trata de disociar en la medida de lo posible los
procesos de aprendizaje y memoria, las tareas empleadas para investigar
memoria de reconocimiento utilizan estimulos o situaciones sin consecuencias

relevantes.
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La memoria de reconocimiento puede explorarse empleando cualquier
modalidad sensorial. Sin embargo, la modalidad estudiada paradigmaticamente
en modelos animales ha sido la visual, empleando objetos (Véase Gdémez-
Chacén y Gallo en este volumen). Efectivamente, las tareas de memoria de
reconocimiento de objetos, desarrolladas inicialmente en primates [82] y
ampliamente utilizadas en roedores en la actualidad [41], son consideradas
eminentemente visuales a pesar de que modificaciones de la tarea muestran que
pueden participar otras modalidades sensoriales, tales como la somatosensorial
o la olfativa (Albasser et al., 2011, 2012). Aunque existen interpretaciones
alternativas, a raiz de las caracteristicas generales de este tipo de memoria en
seres humanos y primates la memoria de reconocimiento de objetos ha sido
clasificada como memoria episddica, un tipo de memoria declarativa que permite
recordar una vivencia o hecho concreto ocurrido previamente y que requiere la
participacion del I6bulo temporal medial [137] .

Por el contrario, la memoria de reconocimiento gustativa se ha explorado
tipicamente en roedores presentando una solucién gustativa en sesiones
repetidas (Véase Gdémez-Chacon y Gallo en este volumen). La novedad del
sabor provoca una respuesta innata de cautela denominada neofobia gustativa
[35], que consiste en un consumo inicial reducido con el objetivo de evitar
potenciales efectos toxicos. Si no se producen consecuencias negativas tras el
consumo, la ingesta se incrementa en sucesivas presentaciones, a medida que
es reconocido como familiar y seguro. Este proceso, denominado atenuacion de
la neofobia [35] se ha interpretado como un proceso de aprendizaje no asociativo
correspondiente a un campo de estudio independiente de la memoria de
reconocimiento hasta que Bermudez-Rattoni lo propuso como modelo de
memoria de reconocimiento [12]. Asi, a pesar de que existe evidencia que
puede posibilitar interpretaciones alternativas [46], la memoria de reconocimiento
gustativa se clasifica como un tipo de memoria no declarativa independiente del
hipocampo y areas temporales asociadas.

En definitiva, en la actualidad se considera que las tareas de memoria de

reconocimiento visual y gustativa reflejan las funciones de circuitos anatémicos
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independientes y disociables que soportan tipos de memoria de distinto rango. El
objetivo de este trabajo es revisar los conocimientos actuales acerca de la
neuroanatomia e interacciones funcionales de los sistemas involucrados en
ambos tipos de memoria. Es nuestra opinidon que un mejor conocimiento acerca
de la anatomia funcional de dichos sistemas neurales puede arrojar luz sobre la
existencia de mecanismos compartidos y disociables, asi como sobre la
organizacion de los sistemas de memoria en general.

2. Neuroanatomia del sistema visual

Los modelos animales empleados para estudiar el sistema visual han sido
tradicionalmente el gato y primates como el macaco, debido a su similitud con el
ser humano con respecto al tamafio de los ojos, la agudeza visual y la
organizacion funcional de las vias visuales centrales. Efectivamente, la
percepcion visual en los roedores es de baja resolucion espacial. Sin embargo,
en la ultima década ha resurgido el interés por el estudio del sistema visual de
estas especies en si mismo y no sélo como modelo para el estudio del desarrollo
y la plasticidad, principalmente en el raton, debido al empleo de ratones
transgénicos [56 para una revision ].

Brevemente, la retina contiene fundamentalmente bastones y un
porcentaje muy reducido de conos que expresan dos fotopigmentos. Uno de
ellos es sensible a longitudes de onda corta de alrededor de 360 nm., que se
corresponden con la luz ultravioleta y el otro es sensible a luz verde
correspondiente a alrededor de 510 nm. Se trata, por tanto de visién dicromatica
similar a la de los gatos. Las células ganglionares, que forman el nervio optico, al
igual que en otras especies incluyendo el ser humano, contienen un tercer
fotopigmento denominado melanopsina. Por otra parte, debido a la ausencia de
fovea, la retina del roedor como la del gato, esta dedicada a la visidn periférica y
escotopica siendo muy eficaz a pesar de las limitaciones impuestas por el
tamano del ojo.

El nervio dptico proyecta a mas de 20 dianas subcorticales, incluyendo el
coliculo superior y el nucleo geniculado lateral dorsal, que proyecta al cortex
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visual. Se ha propuesto que los coliculos pueden mediar en roedores algunas de
las funciones que unicamente dependen de la corteza visual en otras especies
mamiferas, tales como el gato y primates. De este modo el roedor podria ocupar
una posicion evolutiva intermedia entre vertebrados no mamiferos con tectum
optico y mamiferos superiores [56]. Por su parte, el cortex visual primario (V1), a
su vez, proyecta a areas visuales extraestriadas, habiéndose identificado al
menos nueve que reciben proyecciones directas en el raton. Aunque la evidencia
es escasa, las proyecciones sobre la corteza extraestriada sugieren la existencia
de una disociaciéon entre una via ventral y otra dorsal, que podrian
corresponderse con las descritas en otras especies, incluyendo el ser humano,
especializadas en procesar que (ventral) y donde (dorsal). Una disociacion
similar se ha propuesto en el sistema somatosensorial de la rata, que recibe
informacion tactil de las vibrisas, de manera que dicha informacion fuera utilizada
en paralelo para identificar la forma del objeto (que) y sus coordenadas
espaciales (donde), aunque se requiere mas investigacion en el tema [33].

En conjunto, la neurofisiologia del sistema visual en ratas y ratones exhibe
en los diversos relevos hasta la corteza visual caracteristicas complejas con
respuestas similares a las de mamiferos superiores junto a rasgos peculiares
[47] especialmente indicados para una percepcion precisa de la forma con baja

resolucion espacial.

3. Neuroanatomia del sistema gustativo.

En los mamiferos, incluyendo los roedores y el ser humano, los
receptores gustativos se encuentran en la cavidad oral, distribuidos en la lengua,
parte posterior de la boca y faringe. Se disponen en grupos formando botones
gustativos alrededor de las papilas gustativas. Las aferencias gustativas que
proceden de estos receptores son transmitidas al sistema nervioso central a
través de los pares craneales facial (VII), especialmente la corda timpanica,
glosofaringeo (IX), y vago (X) hasta alcanzar la parte rostral del nucleo del tracto

solitario (NST) [141]. A su vez, en la rata éste proyecta ipsilateralmente hacia el
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nucleo parabraquial (PBN) medial [106]. Ya en estos primeros relevos
troncoencefalicos el sistema parece llevar a cabo el procesamiento disociado de
la cualidad gustativa y sus caracteristicas hedonicas capaz de dirigir la conducta
de ingestién, como demuestra el hecho de que ratas descerebradas muestren
respuestas de aceptacion y rechazo ante soluciones de distintos sabores
administradas oralmente [51]. La informacion gustativa se distribuye a través de
dos rutas o vias hacia la corteza gustativa situada en la corteza insular entre
otras areas cerebrales: una via talamo-cortical y una via ventral [94,96,107,123].
La via talamo-cortical incluye proyecciones bilaterales hacia el area parvocelular
del nucleo ventroposteromedial del talamo (VPMpc), también denominada como
talamo gustativo, el cual mantiene conexiones con la zona gustativa de la corteza
insular [94,107]. La via ventral incluye proyecciones principalmente
monosinapticas, y en la mayoria de los casos reciprocas, hacia la corteza
gustativa, y amigdala. Ademas una gran variedad de areas cerebrales implicadas
en aprendizaje y memoria gustativa, asi como el control de la conducta
alimentaria reciben aferencias gustativas de forma directa o indirecta, como es el
caso del nucleo de la base de la estria terminal (BNST), hipotalamo lateral,
nucleo accumbens, corteza perirrinal y corteza prefrontal medial [98,141]. En
conjunto, el sistema realiza un complejo procesamiento integrando la informacién
acerca de la cualidad del estimulo con las consecuencias viscerales de su
ingestion gracias a la convergencia de aferencias gustativas y viscerales en
todos los niveles desde el primer relevo troncoencefalico en el NST hasta la

corteza gustativa insular a través de las interacciones con la amigdala.

4. Coexistencia de funciones relacionadas con la
memoria de reconocimiento visual v qustativa en los
circuitos neurales.

A pesar de ocuparse de informacion correspondiente a modalidades

sensoriales con sistemas sensoriales claramente disociables la evidencia
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neuroanatomica muestra la posibilidad de interacciones relevantes en los
procesos de memoria de reconocimiento de objetos y gustativa dada la
convergencia de informacién no solo en areas intermodales de nivel superior
sino también en el circuito sensorial basico. Puede proponerse, por tanto, la
existencia de mecanismos compartidos por ambos tipos de memoria. A
continuacion se revisan las principales areas que han sido relacionadas con
ambos tipos de memoria, haciendo hincapié en su organizacion anatomica y

funcional (ver figura 1).
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Figura 1. Diagrama de las principales estructuras y conexiones implicadas
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en la memoria de reconocimiento visual y gustativa. a) circuito implicado en
la memoria de reconocimiento visual. b) circuito implicado en la memoria
de reconocimiento gustativa. NTS: nudcleo del tracto solitario, PBN: nacleo
parabraquial, VPMpc: area parvocelular del nicleo ventroposteromedial del
tdlamo, Cl: corteza insular, AMG: amigdala, HC: hipocampo, PER: corteza
perirrinal, NGL: nucleo geniculado lateral del talamo, CV: corteza visual.

4.1. Talamo

Los nucleos taldmicos se han clasificado en funcién de su organizacién

sinaptica y conectividad en relevos de primer orden y relevos de orden superior.
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Los nucleos que establecen relevos de primer orden envian la informacién
sensorial recibida de relevos anteriores o de la periferia hacia la corteza. Este es
el caso del nucleo geniculado lateral y el nucleo ventroposteromedial, relevos de
la informacion visual, somatosensorial y gustativa. Por su parte, los nucleos de
relevo de orden superior transmiten informacion entre areas corticales. Entre
ellos se encuentra el nucleo dorsomedial.

El area parvocelular del nucleo ventroposteromedial del talamo (VPMpc),
también conocido como talamo gustativo, es una pequena banda de células que
se extiende hacia la zona medial desde el nucleo ventroposteromedial del talamo
(VPM). VPMpc contiene neuronas mecanoreceptoras en su parte medial,
neuronas que responden a estimulos gustativos en su parte rostromedial y
neuronas que responden a diversos estimulos relacionados con el sabor en su
parte medial y caudal [95]. Ello le convierte en una de las estructuras mas
importantes para el procesamiento de la informacion gustativa, tanto sensorial

como hedodnica [71,115].

4.1.1. Conectividad

En roedores, VPMpc recibe fibras aferentes procedentes de PBN y envia
conexiones hacia la corteza insular, constituyendo asi un relevo ascendente de la
informacion gustativa y somatosensorial [71,123]. Ademas, estudios con
trazadores anterogrados y retrogrados arrojan evidencia de conexiones
reciprocas entre los nucleos lateral y central de la amigdala con el talamo
gustativo [94,99,125,144], lo que demuestra la interconexion entre la vias ventral
y talamo-cortical de procesamiento de informacién gustativa. En este sentido, se
ha propuesto que estas conexiones transportan informacion sensorial gustativa,
informacion hedonica apetitiva [115] asi como informacion heddnica aversiva
[143].

4.1.2. Participacion en memoria de reconocimiento visual.

El dafio conjunto de los cuerpos mamilares y del talamo anterior

deterioran la memoria de reconocimiento de objetos [127], a pesar de que la
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lesién exclusivamente de los cuerpos mamilares o del tracto mamilotalamico
[3,124], asi como la de los nucleos anteriores del talamo [48,84] y del nucleo
dorsomedial del talamo [83,84] no la afectan o solo provocan deterioros leves. A
raiz de estos resultados se ha propuesto la participacion de dos vias implicadas
en este tipo de memoria con funciones especializadas en procesos diferentes [2].
En primer lugar la via cuerpos mamilares-talamo anterior-hipocampo participaria
en el recuerdo y en segundo lugar la via talamo dorsomedial-cortezas
parahipocampales-cortex prefrontal procesaria familiaridad (véase Gomez-
Chacén y Gallo en este volumen para la descripcion de estos procesos).

4.1.3. Participacion en memoria de reconocimiento gustativa.

Se ha descrito que lesiones electroliticas y excitotéxicas de VPMpc
inducen una disminucion en la respuesta neofébica ante un estimulo gustativo
[70], lo que sugiere un posible papel en los procesos implicados en la memoria
de reconocimiento segura. Aunque existen discrepancias acerca de los efectos
de lesiones talamicas en la adquisicion de la memoria gustativa aversiva
[50,114], existen informes que indican una marcada atenuacion del aprendizaje
gustativo aversivo en ratas lesionadas [66,142]. Por su parte, los escasos
estudios que emplean marcaje de la proteina c-Fos muestran diferencias en la
actividad de VPMpc ante la presentacion de un sabor frente a la presentacion de
agua [89]. Esta activacion se incrementa al presentar una solucion novedosa
(sacarina, 0,5%) frente a la presentacion de la misma solucion una vez
reconocida como familiar después de seis exposiciones [68].

4.2. Amigdala

Los nucleos de la amigdala estan organizados en tres regiones
principales: un grupo centromedial, incluyendo nucleos central y medial; un
grupo cortical o superficial; y un grupo basolateral, incluyendo el nucleo basal,
lateral y nucleos basales accesorios [8,77,98,111].
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4.2.1. Conectividad

Los datos sobre proyecciones aferentes y eferentes de los nucleos de la
amigdala provienen principalmente de estudios con trazadores anterégrados y
retrogrados inyectados en diversas regiones corticales y subcorticales. Estos
estudios revelan que cada nucleo amigdalino recibe entradas de multiples
regiones del cerebro y de la misma manera sus proyecciones eferentes son
también generalizadas, incluyendo tanto regiones corticales como subcorticales
[revisado en 77,104,111].

De especial relevancia para la memoria de reconocimiento cabe sefalar,
ademas de las ya mencionadas conexiones entre la amigdala y el talamo
gustativo, las conexiones reciprocas entre los nucleos de la amigdala y el
hipotalamo lateral, la corteza insular, la corteza perirrinal y el hipocampo
[94,111,123].

4.2.2. Participacion en memoria de reconocimiento visual.

El papel de la amigdala en memoria de reconocimiento visual no esta bien
definido, sin embargo, estudios recientes muestran que la formacién de la
memoria durante el entrenamiento en la tarea basica de reconocimiento de
objetos (SOR), bajo unas condiciones experimentales especificas, puede verse
afectada por la modulacion de la actividad noradrenérgica en la amigdala
basolateral [110]. Ademas, infusiones en la amigdala basolateral de rapamicina,
un inhibidor de mTOR (mammalian target of rapamycin, una serina/treonina
quinasa implicada en la regulacion del crecimiento celular y la progresién el ciclo
celular mediante la integracion de sefiales de factores de crecimiento)
administrada tanto antes como después del entrenamiento deteriora la retencion
a las 24h en la tarea SOR, [57], lo que apoya la participacion de la amigdala
basolateral en la formacién de la memoria de reconocimiento visual.

4.2.3. Participacion en memoria de reconocimiento gustativa.

La amigdala esta activamente involucrada en el procesamiento emocional

y tiene un papel importante en la formacion de la memoria aversiva, incluyendo
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la adquisicion y el almacenamiento de los recuerdos de miedo condicionado y la
tarea de evitacion inhibitoria [76,98]. Al mismo tiempo, la amigdala parece
desempenar un papel relevante en la memoria de reconocimiento gustativa. Por
un lado, tanto lesiones electroliticas como excitotdxicas del nucleo basolateral de
la amigdala (BLA) reducen la respuesta neofdbica ante sabores desconocidos
[60,65,69,93,108]. Por otro lado, el bloqueo de receptores NMDA en dicho nucleo
mediante la infusién de MK-801 (antagonista no competitivo de los receptores
NMDA) impide la atenuacién de la respuesta neofdbica [43], imposibilitando asi
la formacion de memorias gustativas seguras. Sea cual sea la fase afectada, en
cualquier caso la integridad de BLA parece necesaria para la memoria de
reconocimiento gustativo. Ademas, estudios mediante el marcaje de la proteina
C-Fos muestran un aumento significativo de la actividad neuronal ante la
presentacion de un estimulo gustativo novedoso en el nucleo central y en el
nucleo basolateral de la amigdala [64,68,86,132].

4.3. Corteza insular

La corteza insular contiene tres subdivisiones que se pueden identificar en
el plano dorso-ventral: la subdivisién granular (dorsal), la disgranular (intermedio)
y la agranular (ventral) [62,72]. Esta nomenclatura refleja la desaparicion
progresiva de la capa granular (es decir, la capa IV) y un cambio en la
organizacion laminar. La capa IV esta presente en la corteza insular granular
(estructura en seis capas), dismorfica en la corteza insular disgranular (capa IV
mas delgada) y ausente en la agranular (sin capa |V, fusion entre capas V y VI).
En roedores, la corteza gustativa, definida a través de las proyecciones desde

VPMpc, ocupa la zona anterior de la corteza insular granular y disgranular [116].

4.3.1. Conectividad

Por un lado, a través de la via talamo-cortical, la corteza gustativa recibe
informacion relacionada con el sabor principalmente desde el talamo gustativo,
con el cual mantiene conexiones reciprocas, aunque ademas envia axones

descendentes directamente al primer y segundo nivel de relevo
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troncoencefalicos situados en el nucleo del tracto solitario y nucleo parabraquial,
respectivamente [67,71]. Por otro lado, en la via ventral, la corteza gustativa
mantiene conexiones reciprocas con la amigdala y el hipotalamo lateral, los
cuales envian a su vez proyecciones descendentes hacia el nucleo del tracto
solitario y el nucleo parabraquial [71,94,96,126].

Ademas, la corteza gustativa mantiene conexiones reciprocas con la
corteza prefrontal medial [55,98,141], el nucleo accumbens [98,140,141], con el

hipocampo [29] y con la corteza perirrinal [59,116].

4.3.2. Participacion en memoria de reconocimiento visual.

A pesar de que la mayor parte de la investigacion se ha centrado en
explorar la participacion de la corteza insular en la memoria de reconocimiento
gustativa, existe evidencia que sugiere un papel mas general de la zona en la
consolidacion de la memoria. De hecho infusiones del antagonista muscarinico
escopolamina en la corteza insular de ratas inmediatamente después de la
adquisicion deterioraron la memoria en una tarea SOR [13], lo que apoya la
relevancia de la transmision colinérgica en la corteza insular en la memoria de
reconocimiento de objetos.

4.3.3. Participacion en memoria de reconocimiento gustativa.

Se ha sugerido que la corteza insular participa en las reacciones a la
novedad y la saliencia de los estimulos gustativos, asi como en la memoria del
sabor (Bures and Gallo, 1990) pudiendo modular de este modo la adquisiciéon y
retencién de aversiones gustativas condicionadas [36]. Efectivamente, lesiones
farmacologicas permanentes y transitorias han demostrado que la corteza insular
tiene un papel relevante en la formacion de la memoria de reconocimiento
gustativa, afectando al establecimiento del condicionamiento aversivo gustativo
[53,69,119,142], asi como impidiendo la atenuacion de la neofobia gustativa [42].

Estos resultados sugieren que una corteza insular intacta es esencial
tanto para la persistencia de la huella de memoria, como para su recuperacion.

Congruentemente, la presentacién de un sabor novedoso produce un incremento
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en la expresion de la proteina C-Fos en la zona en comparacién con el efecto de
la presentacion de un sabor familiar [64,68]. De la misma forma, el
condicionamiento aversivo gustativo de un sabor novedoso produce un aumento
de la expresiéon de C-Fos con respecto al condicionamiento que emplea un sabor
familiar [63]

4.4. Corteza perirrinal

La corteza perirrinal (PER) se considera, junto con la corteza entorrinal y
postrinal, parte integral de la formacién parahipocampal por lo que su papel es
fundamental en el procesamiento de informacién dentro y fuera de la regién del
hipocampo. En la rata, PER esta localizada a lo largo del surco rinal y esta
compuesta por las areas 35 y 36 de Brodmann, lindando rostralmente con la
corteza insular y el area visceral, caudalmente con el cortex postrrinal,
dorsalmente con la corteza de asociacidon temporal ventral y ventralmente con el
cortex entorrinal lateral [21,24,59].

4.4.1. Conectividad

La corteza perirrinal mantiene conexiones reciprocas con diferentes areas
subcorticales tales como la amigdala, nucleos de la linea media del talamo,
hipotalamo, ganglios basales, nucleo de raphé, y bulbo olfatorio [80,111]. En
cuanto a las aferencias corticales, PER recibe proyecciones desde la corteza
precentral, cingulada, parietal, frontal, piriforme, insular, prelimbica, infralimbica,
periamigdalina, y cortezas asociativas visual y auditiva. [59,73,116]. Ademas,
dentro de la formacién parahipocampal, PER mantiene conexiones con la
corteza entorrinal, postrrinal y el area CA1 del hipocampo [29,59,138].

De especial relevancia para la memoria de reconocimiento son las
conexiones bidireccionales con la corteza frontal, insular, parietal y visual [22].

Aunque el cortex perirrinal tiene algunas conexiones con la corteza visual
primaria son especialmente las zonas de asociacion visual secundaria las que
muestran un mayor numero de proyecciones [4,100]. Con respecto a las

aferencias subcorticales PER recibe proyecciones de la amigdala, el tdlamo y el
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hipotalamo, entre otras zonas [102,103]. Desde la amigdala las principales
proyecciones parten de los nucleos del tracto olfatorio lateral, el accesorio basal,
y de los nucleos basal y lateral [45,102]. A su vez la corteza perirrinal envia
eferencias a los nucleos lateral, basolateral y basomedial de la amigdala [103].
Dentro del talamo tanto nucleos de la zona ventral como dorsal, asi como los
nucleos reuniens y rombiode de la linea media, mandan proyecciones hacia la
corteza perirrinal [128].

Ademas, son de especial importancia las conexiones dentro del sistema
parahipocampal. Asi existen conexiones reciprocas con CA1, subiculum y las
cortezas entorrinal y postrrinal [23,61]. A través de estas proyecciones, PER
mantiene conexiones indirectas con los nucleos mas importantes del sistema
hipocampal (giro dentado y CA3) [para una visibn mas completa de las
conexiones de la corteza perirhinal véase 59]

4.4.2. Participacion en memoria de reconocimiento visual.

El papel relevante de PER en las tareas de reconocimiento visual es
ampliamente aceptado. Los estudios de lesién lo han confirmado tanto en
monos, empleando tareas de desigualacion a la muestra demorada [9,17,18,74]
como en roedores, principalmente con tareas SOR [25,38,40,130,134], aunque
también se ha relacionado la zona con tareas de miedo condicionado [121] y
espaciales [1]. Efectivamente, la corteza perirrinal ha sido relacionada
principalmente con el reconocimiento de objetos [como ejemplo véase
6,16,40,92,97,131,133]. Sin embargo, existe un intenso debate sobre el tipo de
procesamiento que lleva a cabo y su relacion con otras areas, tales como el
hipocampo.

En este sentido numerosos estudios han demostrado un incremento en la
actividad de PER ante un objeto nuevo, frente a un objeto familiar, lo que
apoyaria un papel en la deteccién de la novedad del objeto [7,16,129,148,149].

Sin embargo existe una variedad de tareas y procesos en la memoria de
reconocimiento visual en las que el papel de PER no parece fundamental. Un
ejemplo son las tareas de reconocimiento espacial de objetos [34], tareas que
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siguen la misma légica que la de SOR pero en las que se altera la localizaciéon
espacial de los objetos previamente presentados. Las tareas con componentes
espaciales no resultan afectadas por la lesion de esta estructura [130].

4.4.3. Participacion en memoria de reconocimiento gustativa.

Aunque escasa, la investigacion sobre la implicacion de la corteza
perirrinal en la formacion de la memoria de reconocimiento gustativa muestra
como la inactivacion temporal de la corteza perirrinal aplicando inyecciones
locales de anisomicina, inhibidor de la sintesis proteica, puede impedir la
habituacién de la neofobia gustativa [32]. Asimismo, microinyecciones bilaterales
de escopolamina, antagonista de los receptores muscarinicos colinérgicos, en
PER impiden la formacién de la memoria gustativa segura si se aplican
inmediatamente después de la ingestion de una solucién novedosa [52]. Por otro
lado, el unico trabajo que ha evaluado la activacion de PER en relaciéon con la
memoria de reconocimiento  gustativa segura mediante técnicas
inmunohistoquimicas informa de que la ingestion de una solucion gustativa
familiar incrementa la actividad de c-Fos en la zona medial de PER en
comparacion con el consumo de la misma solucidon durante la primera
presentacion [49]. Estos resultados resultan contradictorios con estudios
similares empleando reconocimiento de objetos y plantean cuestiones relevantes
acerca de la importancia de la zona en la deteccion de la novedad o de la
familiaridad de la situacion (pero véase una interpretacion alternativa en Gomez-
Chacén y Gallo en este volumen). Ademas, el bloqueo de la formacion de la
memoria gustativa segura mediante lesiones de la amigdala basolateral anulé la

activacion diferencial inducida por la familiaridad del sabor en PER.

4.5. Hipocampo

La amnesia del paciente HM tras la extirpacion de gran parte de su
sistema hipocampal fue el germen de la investigacion posterior que asocio los
procesos de memoria con la funcion del sistema hipocampal. El hipocampo esta

principalmente formada por el giro dentado, las zonas CA1, CA2 y CA3 y el
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subiculo. Estas estructuras estan organizadas en gran medida, de manera
unidireccional de forma que el flujo de informacion sigue la direccion giro
dentado, CA3, CA1 y subiculo. El hipocampo tiene amplias proyecciones con el
sistema parahipocampal, siendo el cortex entorrinal la principal fuente de
aferencias y eferencias del hipocampo.

4.5.1. Conectividad

El subiculo mantiene importantes conexiones bidireccionales con el cortex
entorrinal (medial y lateral) y las cortezas perirrinal y postrrinal [59]. Por un lado,
el hipocampo tiene importantes conexiones con el cortex prefrontal tanto directas
[revisadas en 28,122], como indirectas a través de la cortezas peririnal, entorrinal
lateral y de estructuras talamicas como el nucleo dorsolateral [24,130], nucleo
talamico anterior, y los nucleos intralaminares y de la linea media, [para una
revision mas completa véase 2]. De igual manera el hipocampo esta conectado

con los cuerpos mamilares a través del fornix [112].

4.5.2. Participacion en memoria de reconocimiento visual.

Existe acuerdo a raiz de la evidencia obtenida tanto en estudios de lesidn
como de registro de la actividad sobre la implicacion del hipocampo en la
memoria de reconocimiento visual cuando se emplean tareas que incluyen
informacion espacial [101,109,129]. La integridad del hipocampo también ha
demostrado ser esencial cuando la memoria de reconocimiento exige establecer
asociaciones entre configuraciones complejas de multiples estimulos y se tiene
que manejar esta informacion [39, véase esta revision donde se destaca el
papel integrador de informacion del hipocampo ,54].

Sin embargo, la lesion del hipocampo no parece afectar, o solamente
producir leve deterioro, en la ejecucion de las tareas de reconocimiento de
objetos cuando éstas utilizan uno o pocos estimulos y la informacion espacial no
es relevante [87,136]. Ello se ha descrito tanto con tareas de desigualacién a la
muestra demorada [37,91], como en tareas de SOR [44,88,136].

Estos datos han sido interpretados como una prueba de las teorias duales
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de la memoria de reconocimiento visual. Se propone que el sistema hipocampal
jugaria un papel esencial en los procesos de recuerdo, mientras que la corteza
perirrinal se encargaria del procesamiento de la familiaridad de los objetos. De
esta manera ambos procesos serian independientes y disociables [16,147].

Sin embargo es necesario destacar que existen modelos explicativos
alternativos que se centran en la fortaleza o debilidad de los recuerdos, como
sustitutos de los conceptos de familiaridad y recuerdo, para explicar los distintos
procesos implicados en la memoria de reconocimiento [117,118,139] De este
forma, otras posiciones defienden que, aunque con algunas diferencias
funcionales, tanto el sistema hipocampal como la corteza perirrinal pueden
intervenir en los procesos de familiaridad y recuerdo [31]. Segun esta propuesta
que los recuerdos “fuertes” requieren la actividad hipocampal, ya sean
relacionados con una alta familiaridad o alto recuerdo o ambos, mientras que el
cortex perirrinal estaria mas implicado en la deteccion de la novedad vy
familiaridad [118].

4.5.3. Participacion en memoria de reconocimiento gustativa.

Aunque estudios tempranos informaron de la participacion del hipocampo
en la memoria gustativa aversiva (Reilly et al. 1993), su papel parece ponerse de
manifiesto uUnicamente en tareas que involucran relaciones complejas entre
estimulos y efectos del contexto tanto espacial sin que su integridad sea
necesaria para la adquisicion y mantenimiento de aversiones gustativas
condicionadas [véase 46 para una revision]. Por el contrario, se ha informado de
que la inactivacién temporal del hipocampo dorsal puede incluso mejorar la
consolidacion de este tipo de memoria [120].

Con respecto a la memoria de reconocimiento gustativa se ha demostrado
que la inhibicion de la sintesis de proteinas en el hipocampo deteriora la
habituacion de la neofobia gustativa, sin afectar a la memoria gustativa aversiva
[32].

En el mismo sentido, se ha descrito un aumento de la activacién del gen

CCAAT / enhancer binding protein (C / EBPb) en el hipocampo al presentar un
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sabor novedoso (sacarina 0,1%) frente a la exposicion de agua; ademas, la
activacion de C/EBPb aumentd 18 horas después de la exposicion al sabor [145].
Por otro lado, se ha informado de la participacion crucial del hipocampo en el
efecto de la memoria gustativa segura en el aprendizaje posterior, fendmeno
denominado inhibicion latente, siempre y cuando se introduzcan cambios del
contexto temporal. Asi, la lesion del hipocampo en ratas adultas elimina la
dependencia del contexto que muestra este efecto [85] y facilita la aversion
gustativa dependiente del contexto en ratas envejecidas [75]. En conjunto, los
resultados apoyan un papel modulador del hipocampo sobre la memoria de

reconocimiento gustativa, cuya relevancia depende de la tarea empleada.

5. Conclusion: hacia una aproximacion de circuitos.

Aunque la estructura de esta revision esta organizada en torno a areas
cerebrales individuales, la evidencia experimental que contiene pone de
manifiesto que la comprension de los mecanismos cerebrales implicados en la
memoria de reconocimiento requiere una aproximacion de circuitos. Los
conocimientos actuales dibujan un complejo circuito cerebral formado por el
sistema hipocampal, la corteza perirrinal y areas diencéfalicas responsable de
los diversos procesos necesarios para la memoria de reconocimiento.

En este sentido se ha destacado el papel de PER en procesos perceptivos
complejos, que permiten integrar diversos rasgos visuales o cuando existe
superposicion de caracteristicas entre los objetos a discriminar o reconocer, lo
que aumenta la ambigliedad de la tarea [10,19]. Se ha propuesto, asi, un modelo
perceptual-mnésico de la actividad del PER, donde se integran ambas funciones
[26,27,90]. Segun esta propuesta PER cumple una funcion de puerta de entrada
de la informacion sensorial hacia el hipocampo [138]. Asi, PER actuaria como un
area de asociacion de la informacion sensorial y de la informacion emocional
procedente de la amigdala [58] Mas alla de mera estacion de relevo, se le
atribuyen importantes funciones perceptivas y mnemotécnicas jugando un

posible papel en el procesamiento perceptivo a alto nivel [26,27,90]
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Comprender la importancia de las interacciones entre areas cerebrales
con funciones disociables implicadas en memoria de reconocimiento puede
resolver debates de larga tradicion en el campo. Ya desde los primeros anos de
la investigacion sobre la neuroanatomia de la memoria de reconocimiento en
modelos animales no hubo acuerdo sobre las estructuras cerebrales implicadas.
Aunque las propuestas iniciales se centraban en el papel del hipocampo vy la
amigdala en el reconocimiento de objetos [14,30,81,113,150,151], en la
actualidad se ha acumulado un numero creciente de estudios que destacan la
corteza perirrinal como estructura fundamental [11,20,40,74,79,105,131,134-
136]. Los modelos tedricos duales para explicar la memoria de reconocimiento
han permitido integrar ambos tipos de resultados. Asi Yonelinas [146] propone
que los juicios de reconocimiento pueden basarse en la evaluacién de la
familiaridad o en un proceso consciente de recuerdo. Hipocampo y PER
contribuirian a estos dos procesos de manera independiente. Actualmente los
modelos duales estan cobrando relevancia a la hora de explicar los circuitos
cerebrales implicados en Ila memoria de reconocimiento de objetos
[2,5,15,16,147].

Ademas de los circuitos hipocampo-corticales es de destacar la
importancia de la interaccion con areas subcorticales. El diencéfalo esta
ampliamente conectado con las cortezas parahipocampales, el hipocampo y la
corteza prefrontal. La evidencia apoya la participacion de estructuras
diencefalicas [para una revision en profundidad véase 2] y troncoencefalicas [78]
en circuitos implicados en la memoria de reconocimiento.

Una ultima cuestion radica en la posibilidad de establecer circuitos
neuroanatomicos compartidos por la memoria de reconocimiento visual y
gustativa. La evidencia revisada apoya este planteamiento, aunque se requiere
mas investigacion para identificar el modo en que se integran mecanismos

compartidos y disociables y la naturaleza de los circuitos involucrados.
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Muchos trastornos psiquiatricos como la esquizofrenia, el trastorno bipolar o el autismo,
son altamente heredables, y aunque la identificacion de los factores genéticos
subyacentes y la definicion del papel fisiopatolégico de las variaciones moleculares se
hayan visto obstaculizadas por la falta de replicacién de muchos de los resultados, se
sigue confiando en la Genética como herramienta. Hacemos un repaso sobre la
evolucion de la genética psiquiatrica desde los estudios de familia, gemelos y adopcion
hacia los mas recientes estudios moleculares que finalmente se dirigen hacia una visién
mas integradora y colaborativa como son los estudios de interaccién gen-ambiente. Se
exponen los principales hallazgos y limitaciones derivados de dichos estudios, asi como
nuevos enfoques (anomalias cromosomicas estructurales, modelos animales,
epigenética) y perspectivas de futuro (mejora en la definicion de los trastornos,
desarrollo de nuevos tratamientos, terapia génica).

Segun la ICD-10 (International Statistical Classification of Diseases and
Related Health Problems, 10th version), trastorno mental es la presencia de
sintomas mentales o alteraciones del comportamiento que se acompanan de
malestar e interfieren en la actividad del individuo [40].

Estos trastornos mentales, ademas de representar uno de los enigmas
mejor guardados de la medicina [68], suponen alrededor de un tercio de la
discapacidad mundial, siendo asimismo causa de enormes cargas tanto
personales como para la sociedad [32,77].

Una de cada cuatro personas padecera alguna enfermedad mental a lo
largo de su vida. Y aunque la mortalidad aumenta para muchos de estos
trastornos, su principal impacto, como se refiere anteriormente, reside en la
morbilidad [41].
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A pesar de su gran importancia, las enfermedades mentales son todavia
grandes desconocidas debido en parte a la inaccesibilidad del cerebro. Nos
enfrentamos ante un 6rgano nada facil de estudiar y de cuya fisiologia normal
poseemos escaso conocimiento. Por ello, no es sorprendente que resulte tan
complicado el estudio de su anormal funcionamiento en este tipo de trastornos.
La salud mental esta condicionada por la influencia de multiples factores de
diversa indole, tanto de naturaleza bioldgica (ej. factores genéticos) como
psicosocial y ambiental (ej. rasgos de personalidad, acontecimientos vitales
estresantes, el hecho de contar o no con apoyo social) [10,18], pero en el
presente trabajo nos centraremos en los adelantos que se han producido en el
conocimiento de las bases genéticas de los trastornos psiquiatricos. Haremos un
repaso de la evolucién de la genética psiquiatrica desde los estudios de familia,
gemelos y adopcion hacia los mas recientes estudios moleculares que
finalmente nos han dirigido a una visibn mas integradora y colaborativa como
son los estudios de interaccion. También nos detendremos brevemente en
exponer los principales hallazgos y limitaciones derivados de dichos estudios, asi
como presentar nuevos enfoques y perspectivas de futuro.

Muchos trastornos psiquiatricos como la esquizofrenia, el trastorno bipolar
o el autismo, son altamente heredables, y aunque la identificacion de los factores
genéticos subyacentes y la definicion del papel fisiopatolégico de las variaciones
moleculares se hayan visto obstaculizadas por la falta de replicacion de muchos
de los resultados, se sigue confiando en la Genética como humilde candidata
para tratar de dilucidar parte del enigma [68]. Pero, como Kendler y Eaves
discutieron hace mas de veinte afios en uno de sus articulos: “Creemos que un
completo entendimiento de la etiologia de la mayoria de los trastornos
psiquiatricos requerira la comprension de los factores de riesgo genéticos
relevantes, de los factores de riesgo ambientales relevantes, y las formas en que
ambos factores de riesgo interaccionan” [43].

Un gran atractivo de la aproximacion genética, aparte de que ha dado
buenos resultados y se encuentra bien establecida en otros campos de la

medicina, es que permite acceso indirecto a procesos que de otra forma serian
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dificiles de estudiar en personas vivas. Asi, una vez identificados los cambios en
el DNA, se permite la posibilidad de inferir las anomalias fisioldgicas que
conducen a la enfermedad [54]. Pero para ello, nos seria de gran utilidad
familiarizarnos antes con algunos aspectos basicos sobre genética que faciliten
el entendimiento de 120s temas tratados en la presente revision

Nociones basicas sobre genética

Algunos definen la Genética como la dsciplina cientifica que estudia la
herencia bioldgica que se transmite de generacién en generacion. Afecta a la
humanidad de formas muy diversas y ha llegado a ocupar una posicién crucial
en nuestras vidas, habiendo aportado conceptos nuevos que tienen mucho que
decir sobre nuestra propia naturaleza y posicion en el Universo [36].

Esta disciplina, como cualquier otra, cuenta con terminologia especifica
que puede resultarnos desconocida. Por ello y para ayudar a una mejor
comprension, se han incluido en el Cuadro 1 algunos conceptos frecuentemente
utilizados en genética psiquiatrica.

La molécula protagonista en genética es el acido desoxirribonucleico,
también conocido por sus siglas en inglés DNA (Deoxyribonucleic acid). Esta
molécula puede considerarse como una copia genética unica y original de un
individuo, que, en general, ademas de encontrarse en cada una de las células
nucleadas de nuestro cuerpo, permanece constante a lo largo de la vida [36].

Gracias a ella se han podido dar grandes pasos en un area importante de
la actividad humana como es la investigacion biomédica en general y la genética
psiquiatrica en particular. El poder analizar el DNA de las muestras biolégicas y
el desarrollo de las tecnologias relacionadas ha supuesto la apertura de nuevas
y esperanzadoras opciones de investigacion de los trastornos psiquiatricos.

Esta molécula, ademas de ser la que porta la informacion necesaria para
el desarrollo de los rasgos bioldgicos de un individuo y contener las instrucciones
para que las células realicen sus funciones, presenta una serie de caracteristicas

(Figura 1) que lo hacen muy adecuado para las investigaciones biomédicas.
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Por esta serie de caracteristicas basicas, la tecnologia del DNA ha dejado
atras los limites que presentaban otras técnicas. En general, no habia sido
posible utilizar procedimientos analiticos tan potentes y seguros para la
sociedad; y es que, en el ejemplo de las ciencias biomédicas, la genética
molecular es capaz de abordar la busqueda de genes involucrados en el origen
de enfermedades con claro componente genético sin siquiera conocer nada

acerca de la fisiopatologia de dichas enfermedades [18].

| | | |
Estabilidad | Amplificacion | [déntico en Dotacién
| todaslas genética de

células ambos
progenitores

Variabilidad o
polimorfismo

Figura 1. Caracteristicas del DNA Utiles para aplicaciones biomédicas.

Aunque depende del estado de conservacion de la muestra, generalmente tiene gran estabilidad.
Permite amplificacion dando lugar a miles de copias de sus fragmentos.Es en la mayoria de los casos
idéntico en todas las células de un mismo individuo, lo que proporciona capacidad de estudiar casi
cualquier célula o tejido. La dotacién genética proviene de sus progenitores permitiendo asi el
establecimiento de relaciones de parentesco, y, por ultimo, presenta variabilidad o polimorfismo, lo

que nos permite diferenciar entre individuos.

Toda la secuencia de DNA conforma el genoma, es decir, la composicion
genética completa, que, a excepcion de los gemelos univitelinos o monozigéticos
es unica para cada individuo, heredandose la mitad del progenitor masculino y la
otra mitad del femenino.

En cifras y resumiendo, podriamos decir que el genoma humano supone 3
x 109 pares de bases, 23 parejas de cromosomas y 25.000-30.000 genes
(Figura 2). Con respecto a esto, se estima que la gran mayoria de nuestro DNA,
aproximadamente el 99,7%, es el mismo entre personas, y solo una pequena
fraccion de alrededor del 0,3% difiere y nos hace unicos. Asi, las regiones
variables del genoma humano nos aportan capacidad para usar su informacion
con propositos de identificacion genética [53].

La variacion que observamos en los individuos es debida en gran medida
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Human genome

Nuclear genome Mitochondrial genome
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25° 75 _
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| | ] [ ]
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fragments untransiated of clustered repeats
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Figura 2. Organizacion del Genoma Humano [53].

En este esquema se muestra la organizacion general del genoma humano, surgiendo una primera division que
separa el genoma nuclear, localizado en el nacleo celular, del mitocondrial, localizado en las mitocondrias. Se
puede observar que el DNA que conforma los genes y secuencias relacionadas representa aproximadamente
un 25% del genoma nuclear, y que del total de éste, un 10% corresponde a DNA codificante y un 90% a DNA

no codificante.

a la variacidon genética, a la que hay que “sumar” la variaciéon producida por la
influencia de nuestro ambiente. La variacion genética que nhombramos en primer
término, se debe a su vez a la presencia de cambios genéticos que se heredan
de una célula a sus hijas o a la generacién siguiente si las células afectadas

pertenecen a la linea germinal.

Esta variacion del DNA se exhibe en forma de distintos cambios en el genoma:

- La secuencia de DNA del genoma de una especie sufre mutaciones puntuales,
inserciones/deleciones y/o reorganizaciéon de fragmentos cromosémicos a
lo largo de su evolucién. La mayoria de estos cambios se acumulan en
regiones no codificantes ya que los cambios ocurridos durante la
evolucion en secuencias codificantes estan sujetos a presion selectiva.
Por esto, segun los estudios a los que nos enfrentemos, interesa trabajar

con uno u otro tipo de secuencias, siendo las que afectan a regiones
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codificantes de gran utilidad y actualidad en analisis de genética
psiquiatrica [10,22].

- Un locus puede presentarse en diversas formas o alelos a causa de variaciones
en la secuencia, y el porcentaje en que se presente ese alelo en la
poblacion general es lo que se denomina frecuencia alélica. Cuando un
locus presenta al menos dos alelos y la frecuencia alélica de la forma mas
rara es del 1% o superior, se dice que el locus es polimérfico, y la
variacion se denomina polimorfismo [53]. Estos pueden encontrarse tanto
en el DNA intragénico como en el extragénico, normalmente no se
asocian a estados patoldgicos, son muy utiles en estudios genéticos por
estar presentes a lo largo de todo el genoma y se utlizan como
marcadores en estudios de ligamiento y asociacion.

Existen diferentes tipos de polimorfismos: secuencias repetidas dispersas,
secuencias repetidas en tandem (DNA satélite, VNTR - Variable Number of
Tandem Repeats, STR - Short Tandem Repeat), SNP (Single Nucleotide
Polymorphism). Este ultimo tipo de polimorfismo consiste en el cambio de un
unico nucleodtido en la secuencia de DNA, es muy frecuente en el genoma (1
cada 1000 pares de bases) y su estudio se ha convertido en gran aliado de la
investigacion biomédica para la obtencion de informacién tanto de enfermedades
como de rasgos normales [45]. Seran especialmente interesantes aquellos
situados en regiones promotoras o codificantes de genes [18].

Las aplicaciones de estos polimorfismos de DNA siguen en aumento. No
solo son la herramienta basica en disciplinas como la genética forense, sino que
también despuntan en biomedicina en diversos campos como el diagndstico de
enfermedades, la medicina personalizada y los GWAS o estudios de asociacion
del genoma completo [69].

Para analizar estos polimorfismos de DNA usados en genética psiquiatrica
se utilizan técnicas que estan en continua evolucion desde que nacio la biologia
molecular hace unos 50 afos, consiguiendo cada vez resultados mas
prometedores.
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Cuadro 1. Glosario de términos en genética psiquidtrica

Alelo: cada una de las formas alternativas en que puede encontrarse un gen

Frecuencia alélica: porcentaje en que se presenta un alelo en la poblacion general

Gen: secuencia de DNA que contiene la informacion necesaria para la sintesis de una macromolécula,
habitualmente proteinas pero también mRNA, rRNA y tRNA

Locus (loci en plural): lugar fisico donde se localiza un gen en el cromosoma

Genoma: el conjunto de todo el DNA de un organismo

Genotipo: constitucion genética de un individuo; combinacion de alelos en un /locus concreto

Fenotipo: la expresion de los genes en un determinado ambiente; cualquier caracteristica de un
organismo resultado del genotipo y ambiente

Polimorfismo: variacion genética en un locus concreto del genoma que supone la existencia de como
minimo dos variantes o alelos con, al menos, un 1% de proporciéon en una poblacién. Ejemplo,
sistema ABO que determina el grupo sanguineo

SNP:Single Nucleotide Polymorphism o polimorfismo de un solo nucleétido. Variacion en la secuencia
de DNA que afecta a una sola base en la secuencia del genoma

Marcador genético: segmento de DNA con ubicacion fisica conocida en un cromosoma (locus) y cuya
herencia genética se puede rastrear

PCR: reaccion en cadena de la polimerasa; método que permite amplificar una region especifica del
genoma hasta obtener millones de copias de la misma en pocas horas. Este mecanismo trata de
simular in vitro lo que ocurre en una célula real cuando se replica, por lo que tendran que proveerse
artificialmente todas las condiciones necesarias

Mutacién: cualquier cambio heredable producido en la secuencia de DNA

Heredabilidad: medida estadistica que nos indica la proporcion de la varianza fenotipica que puede ser
explicada por la varianza genética, o lo que es lo mismo, puede ser atribuida a factores genéticos

Vulnerabilidad genética: diferencias genéticas existentes en un individuo que lo hacen mas vulnerable
al efecto de factores ambientales

Heterogeneidad de /ocus: cuando la variacion en distintos genes afecta al mismo fenotipo

Penetrancia: probabilidad de observar un mismo fenotipo en individuos que tienen un genotipo
particular

Gen candidato: gen que puede estar implicado en una enfermedad particular; puede ser un candidato
bioldgico o posicional

Enfermedad compleja: aquella que no se transmite siguiendo un patrén simple de herencia mendeliana,
y cuya génesis se deriva de la combinacion de numerosos factores genéticos, ambientales y de estilo
de vida. De hecho, son raras las enfermedades que exhiban un patrén simple de herencia mendeliana

Familiaridad: similaridad entre familiares en términos de agregacion de un rasgo especifico dentro de la
familia

Riesgo relativo: relacion entre el riesgo para la enfermedad en familiares de ler grado de individuos con
el trastorno, dividido por el riesgo en familiares de ler grado de controles

Riesgo mérbido: riesgo para padecer una enfermedad, es decir, riesgo de convertirse en afectado

Genomica: disciplina cientifica que busca entender el papel del genoma en el desarrollo, funcion y
organizacién de las células en estructuras mayores

Desequilibrio de ligamiento: Cuando dos /oci de un mismo cromosoma se encuentran asociados

heredandose por tanto en bloque

Caso-control: estudio donde se comparan frecuencias genotipicas, alélicas o de haplotipos entre una
cohorte de personas que presentan la enfermedad y un grupo control

OR: Odds ratio; medida estadistica que se define como la posibilidad de que una condicién de salud o
enfermedad se presente en un grupo de poblacion frente al riesgo de que ocurra en otro. Es una forma
de expresar la proporcion de veces que es mas frecuente que un suceso ocurra frente a que no ocurra

GWAS: Genome-wide association studies o estudios de asociacion del genoma completo. Estudio tipo

caso-control donde se analizan millones de variantes genéticas (SNPs generalmente) a lo largo de todo el

genoma

GxE: Interaccion gen-ambiente

Endofenotipo: fenotipos intermedios del trastorno, esto es, constituyentes neurofisiologicos,
bioquimicos, endocrinolégicos, neuroanatdmicos o neuropsicologicos del mismo. Se asume que
tienen una base genética mas sencilla que los trastornos

Epigenética: estudio de los cambios heredables en la expresion génica sin cambio en la secuencia de
DNA. El término se refiere a modificaciones funcionalmente relevantes en el genoma que no
implican cambio en la secuencia de nucledtidos
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sPor queé algunas personas desarrollan
enfermedades mentales y otras no?

Como comentd Jeffrey Friedman al recibir el premio Fundacion BBVA
Fronteras del Conocimiento en Biomedicina, en su caso refiriéndose a la
obesidad, hemos de mirar la enfermedad mental no como un fracaso personal
sino como una diferencia bioldgica [52].

Segun el Diccionario de la Lengua Espafiola [58], ‘diferencia’ es: cualidad
0 accidente por el cual algo se distingue de otra cosa; variedad entre cosas de
una misma especie. Es en estas diferencias en las que hemos de centrar
nuestros esfuerzos.

La idea de heredabilidad en las enfermedades mentales ha estado
rondando desde los comienzos de la psiquiatria, pero fue a finales del siglo XIX,
tras los trabajos de Henry Maudsley, Sir Francis Galton y Emil Kraepelin entre
otros, cuando esa base hereditaria fue realmente reconocida [5,10]. En base a
estudios de agregacion familiar y de gemelos, se ha puesto de manifiesto que la
mayoria de trastornos mentales graves tienen una alta heredabilidad, que oscila
entre el 40 y el 80% dependiendo del diagndstico. De hecho, estos valores de
heredabilidad son mas elevados que los estimados para otras enfermedades
donde los factores genéticos de riesgo estan ya muy bien asentados [70]. Nos
referimos al cancer de mama, cuya heredabilidad se encuentra entre un 5 y un
60% y el Parkinson, entre 13 'y 30% [10].

Sin embargo, en la mayoria de los casos se desconocen en gran medida
las causas que subyacen a las enfermedades mentales, carecen de patrones
hereditarios claros, y se clasifican como enfermedades genéticamente
complejas; que en ultima instancia son enfermedades que no obedecen un
patron de herencia mendeliano y estan determinadas por numerosos factores
genéticos (heterogeneidad de locus) y ambientales trabajando juntos
[21,27,46,57].

Ademas de carecer de homogeneidad en su etiologia por tratarse de

enfermedades complejas, los trastornos psiquiatricos también carecen de
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fenotipos bien definidos o estables (debido a penetrancia incompleta, interaccion
con factores no genéticos y/o rasgos no bien especificados). Por eso los
diagnodsticos representan definiciones operacionales mas que entidades bien
definidas [49]; afadido el hecho de que, a diferencia de otras enfermedades, hay
pocas pruebas diagnosticas de validacion (tests bioquimicos, radioldgicos,
fisiologicos, genéticos).

Todo ello dificulta y retrasa los estudios de identificacién de los factores
causantes de la enfermedad mental.

A pesar de los considerables esfuerzos que se han hecho hasta la fecha,
la investigacion en el campo de la psiquiatria genética no ha logrado aun servir
de mucha ayuda en mitigar el sufrimiento de aquellos que padecen trastornos
mentales. Sin embargo, el progreso sin precedentes de los ultimos 5 afios y el
vertiginoso desarrollo de las tecnologias del DNA parecen disolver cualquier
atisbo de duda entre la comunidad cientifica [44,68]. Paso a paso, sin grandes
revoluciones, estos y futuros avances mejoraran el conocimiento existente sobre
la etiologia de las enfermedades mentales [67].

;Qué nos conduce a pensar que existe un
componente genético en la etiologia de una
enfermedad? Evidencias

La investigacién en genética en general, y en genética psiquiatrica en
particular se sirve de distintos métodos para alcanzar sus objetivos, que al igual
que la metodologia, han ido variando con el tiempo.

Los primeros estudios realizados presentan la premisa fundamental de
que un trastorno es causado por factores genéticos, de modo que los individuos
que estan geneéticamente relacionados debieran compartir riesgos parecidos
para el trastorno [64].

Los estudios familiares, de gemelos y de adopcién han proporcionado

evidencias sobre el papel de la genética en numerosos trastornos psiquiatricos
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como la esquizofrenia, el trastorno bipolar, la depresion mayor o la enfermedad
de Alzheimer [2,63,64]. Demostrar que un comportamiento se agrega en familias,
a través de estos estudios, es el primer paso para establecer la existencia de
una base genética en una enfermedad [30,64], sin embargo, se trata de una
condicion necesaria pero no suficiente para la heredabilidad, ya que la
similaridad entre familiares puede ser debida no solo a genes compartidos sino
también a un mismo entorno [18,64].

Cada aproximacion goza tanto de puntos fuertes como de limitaciones,
pero a lo largo de la historia se ha ido progresando de manera que se sigue
aportando nueva luz para el esclarecimiento de las causas que subyacen a los

trastornos mentales [49].

Estudios familiares

En este tipo de estudios se compara la frecuencia con la que aparece un
determinado trastorno en la familia del individuo afectado, respecto a la
frecuencia encontrada para el mismo caracter en la poblacion general. En el
caso de existir una base genética para la enfermedad, la prevalencia entre los
familiares de los individuos afectados sera mayor que en la poblacion general
[61].

Los estudios de familia pueden determinar familiaridad, no obstante, no
pueden discriminar si la agregacion dentro de las familias se debe a causas
genéticas o ambientales, generalmente compartidas entre familiares [18,30,61].
A pesar de que esto supone la limitacion mas destacable de estos estudios,
conservan su importancia como punto de partida de la epidemiologia genética.
En la Tabla 1 se muestran los principales hallazgos alcanzados gracias a este
tipo de estudios [11].

Ademas, los estudios de familia suponen un potente método para
identificar interaccion gen-ambiente (GxE), como demuestran, por ejemplo, los
estudios de Cannon et al. en los afos 1990 y 1993, en los que se comparaban
nifios de alto riesgo (padres con psicopatologia) con individuos controles de bajo

riesgo. En el primer estudio, la crianza institucional se asocié con un riesgo
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elevado de esquizofrenia solo entre aquellos nifios con predisposicion genética
[12]. En el segundo se reevalué el riesgo genético por tener uno o ambos padres
afectados, y se vio una significante interaccion entre el grado de riesgo genético
y complicaciones en el nacimiento en la prediccion de un aumento del ventriculo.
Mayor aumento en los sujetos con un padre afectado respecto a los individuos
control, y un todavia mayor aumento aquellos con dos padres afectados [13].
Esta utilidad de los estudios familiares no estd muy extendida debido a su coste
econdmico (examen de los sujetos durante un largo periodo de tiempo), y
también al elevado numero de individuos de alto riesgo necesarios en la muestra
para poder contar después con suficientes afectados (baja tasa de los trastornos

mentales en general) [30].

Estudios de gemelos

En estos estudios se comparan las tasas de concordancia para un
determinado trastorno en gemelos monozigéticos (MZ; comparten todos sus
genes) respecto a las tasas en gemelos dizigoticos (DZ; comparten de media
solo la mitad de sus genes). Ambos tipos de gemelos comparten también un
mismo entorno, lo que permite estimar la contribucion relativa de genes y
ambiente en la etiologia de la enfermedad. Asi, comparando las concordancias
entre los diferentes tipos de gemelos, podemos estimar la heredabilidad [61].

Los estudios clasicos implicaban comparaciones de gemelos
monozigoticos y dizigoticos criados juntos, pero también han sido y son
importantes como método para estudiar la interaccion GxE por ejemplo
analizando gemelos monozigoticos que se han criado aparte [75]. Esto presta la
posibilidad unica de estudiar la influencia de diferentes ambientes en un genotipo
idéntico. En la Tabla 1 se muestran los principales hallazgos derivados de los
estudios de gemelos.

Estudios de adopcion

El objetivo de este tipo de estudios es discernir los factores etioldgicos

que son de naturaleza genética de los que no, para lo que se compara el riesgo
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morbido de los familiares bioldgicos y de los adoptivos de individuos enfermos

que fueron adoptados de nifios. Si los genes desempefian un papel deter-

minante, la transmision se detectara en la familia biolégica y no en la adoptiva.

Esto es asi

porque los ni-

Tabla 1. Principales hallazgos de estudios de genética cldsica en algunos trastornos

mentales (Parte 1

[3,10,61.64]
)

nos adopta_ Trastorno
dos a mu Yy Trastorno Definicion
Depresivo Mis que tristeza,'egado de .én'imo severamente fieprim.id(?, pérdida.de ilrlPerés y
temprana Mayor placer por las act1v1fiaF1es diarias, falta de energia, sentimientos de inutilidad, culpa
(MDD) Yy pensamientos pesimistas
edad com- Principales hallazgos
Estudios familiares:
parten am- - Riesgo mérbido incrementado de 15-25% para depresion mayor en familiares de
. individuos afectados
biente con su - Descrito efecto de edad de inicio de la enfermedad y n° episodios depresivos en
. agregacion familiar. Riesgo incrementado para depresién en familiares de
fam|||a adop— individuos afectados entre un 3.4%, cuando edad de inicio de enfermedad tardia y
n° episodios bajo, y un 17.4% en familiares de pacientes con forma recurrente de
tiva pero enfermedad que empez6 a edad temprana. Parece que aparicion temprana de la
enfermedad y la presencia de miiltiples episodios depresivos incrementan la
; agregacion familiar
tienen lazos - Riesgo relativo entre 1.5 y 3 veces superior en familiares de 1° grado de
3t individuos afectados de MDD comparado con poblacién general
genetcos con - Afecta a mujeres el doble que a hombres
. ) Estudios de gemelos:
su familia bio- - Concordancia = MZ: 46%; DZ: 20%
L. - Hay estudios tanto a favor como en contra de una posible influencia del sexo y la
|Og|Ca [61 ] . edad de inicio de la enfermedad en la heredabilidad de la misma
Estudios de adopcion:
De - Resultados no concluyentes, aunque parecen apuntar importancia de factores
genéticos, sobre todo en las formas mds graves de depresion
forma analoga
g - Comorbilidad con trastornos relacionados con sustancias
Heredabilidad = 40%
al resto de
Trastorno Definicién
estudios de Bipolar Trastorno mental severo caracterizado por alteracion en el estado de dnimo que
(BP) incluye cambios en ambas direcciones (desde extremos de felicidad, energia y

genética cla-
sica comen-
tados ante-
riormente, es-
tos estudios
también  su-
ponen un gran
método para
detectar inter-

acciones gen

claridad hacia tristeza, fatiga y confusién)

Principales hallazgos

Estudios familiares:

- Riesgo mérbido para el BP en familiares de 1* grado de afectados con BP varia
entre 3-15%

- Solo algunos pocos estudios incluyeron controles sanos para comparar

- Edad de inicio - riesgo mérbido mds elevado en familiares de probandos con
comienzo temprano (<25) que tardio

- Parece no haber diferencias en riesgo de padecer BP segtin el sexo

Estudios de gemelos:

- Concordancia = MZ: 70%; DZ: 19%

- Existen pocos estudios, pero en general los resultados son consistentes con los
estudios de familia

Estudios de adopcién:

- Solo 2 estudios de adopcion realizados usando concepto BP usado hoy dia

- Més probable que padezcan el trastorno los padres bioldgicos de adoptados con
BP que los adoptivos

- Comorbilidad con trastornos varios (MDD, trastornos relacionados con
sustancias,...)
Heredabilidad = 60-85%
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-ambiente.

En la Tabla 1 se pueden observar los hallazgos principales obtenidos a
travées de estudios de adopcion. No obstante, también poseen algunas
limitaciones, por ejemplo: los padres biolégicos y adoptivos de hijos adoptados
no suelen ser representativos de la poblaciéon general, de forma que se limita la
extrapolacion de los resultados [43]; la capacidad de separar factores genéticos
y ambientales depende de la edad en que se produzca la adopcién, e incluso
asi, siempre habra tenido lugar un contacto pre y perinatal con los padres
bioldgicos.

Con el paso de los afios, gracias a la apariciéon de nuevas tecnologias y
avances en el conocimiento, otras técnicas se van abriendo camino entre las que
ya existian; surgen nuevos métodos que suplen, o al menos lo intentan,
carencias previas. Una vez establecida la existencia de una base genética en los
trastornos mentales principales, y teniendo la biologia molecular de nuestro lado,
es momento de tratar de identificar los genes responsables. Se da paso a 3
estrategias diferentes: i) Analisis de ligamiento y andlisis de asociacion cuya
meta es correlacionar los trastornos psiquiatricos con diferencias individuales en

la secuencia de DNA (asume relacion directa entre genes y comportamiento); ii)

Endofenotipos 0  Trastorno Tabla 1 (Parte 2)
fenotipos inter- "Esquizofrenia Definicion
. (SCZD) Trastorno mental severo que puede incluir sintomas positivos (alucinaciones,
medios que re- delirios, interferencia con los procesos mentales) y negativos (apatia, aislamiento
social)
emp lazan las Principales hallazgos
Estudios familiares:
eti qu etas di ag- - Gran cantidad de bibliografia indicando agregacion familiar en SCZD

- Riesgo morbido 2-9% mayor en familiares de 1% grado de enfermos de SZ
comparado con familiares de controles (0-1%)

nosticas de la - Resultados no concluyentes con respecto a diferencias en tasas de SZ dependiendo
del sexo o la edad de inicio de la enfermedad
enfermedad; III) Estudios de gemelos:
- Concordancia = MZ: 40-50%; DZ: 14%
Interaccion gen- - Estudios de hijos de gemelos MZ discordantes (uno padece la enfermedad y el
otro no) — riesgo para SCZD no difiere en la descendencia. Tienen igual
ambiente (GXE), predisposicion genética, luego diferencia en fenotipo probablemente debida a

factores ambientales
- Descrita la transmision genética de trastornos asociados
Estudios de adopcion:
. - 1* estudio de adopcion de SCZD, Heston en 1966 — adoptados con madres
genos am bien- bioldégicas esquizofrénicas tenian mayor riesgo de padecer SCZD que aquellos
con madres bioldgicas sin SCZD. Resto de literatura con resultados consistentes

es decir, pato-

tales son los

- Evidencias de comorbilidad con BP, trastornos afectivos psicoticos y trastornos de

que causan el personalidad
Heredabilidad = 70-85%
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trastorno mientras que los genes influencian la susceptibilidad a dichos

patdgenos.

Analisis de ligamiento (Linkage analysis)

Bastante antes de que el genoma humano fuera secuenciado, se podia
mapear la localizacion de los genes a cromosomas especificos. Para ello no era
necesario conocer la secuencia de DNA, simplemente se necesitaba seguir la
transmision del gen en la familia basandose en distintos fenotipos asociados a
diferentes alelos del mismo gen [21].

Este tipo de analisis habitualmente se sirven de genealogias en que la
enfermedad esta presente en distintos familiares y se asume un patron de
herencia mendeliano. En estas familias se estudia la segregacién de un
determinado marcador genético y se ve si existe independencia entre la
transmision de la enfermedad y los diferentes alelos del marcador. Si la
enfermedad y un alelo determinado se transmitieran de forma conjunta (en
desequilibrio de ligamiento), se podria sugerir la existencia de un gen para la
enfermedad situado cerca del polimorfismo usado como marcador [18,61].

Entre las limitaciones que presentan este tipo de estudios, destacamos:
tienen bajo poder para detectar los alelos de efecto menor en las enfermedades
complejas; los resultados son muy sensibles a errores de genotipado, cambios
en el diagnostico de los familiares del paciente y problemas de heterogeneidad
genética [10,18].

Se han realizado numerosos estudios de este tipo en trastorno bipolar y
esquizofrenia, pero han sido escasos en depresién mayor [61]. Los resultados
derivados se incorporaron estudios de asociacion de genes candidatos

posicionales [10].

Estudios de asociacion genética
Al enfrentarnos a enfermedades genéticamente complejas, y saber ya
desde 1996 gracias a Risch y Merikangas que los estudios de asociacion tienen

mas poder en la deteccion de genes de efecto menor que los estudios de
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ligamiento, nos encontramos ante el tipo de estudios que ha representado la
mejor alternativa para la identificacion de genes responsables en la etiologia de
enfermedades mentales [10,60]. En sus inicios se basaron en genes candidatos,
pero desde 2007 se han convertido en estudios de genoma completo.

Normalmente el disefio de los estudios de asociacion se corresponde al
de un estudio caso-control, donde se compara la frecuencia de un posible factor
de riesgo en personas no emparentadas afectadas por una misma enfermedad
con la frecuencia observada en personas sanas del mismo grupo étnico, la
poblacidn control. En los estudios de asociacion genética el factor de riesgo es
siempre un marcador o polimorfismo genético habitualmente localizado en un
gen candidato para la enfermedad. Si el polimorfismo analizado es
significativamente mas frecuente en el grupo de enfermos que en el de controles,
diremos que existe una asociaciéon entre dicho alelo y la enfermedad. Los
resultados se dan en términos de riesgo relativo, como odds ratio (OR), una
medida estadistica que nos da idea del tamano del efecto. En definitiva no es
mas que una forma de expresar cuantas veces es mas frecuente la enfermedad
en individuos con el marcador que en aquellos sin él.

Los genes candidatos en que se basan estos estudios pueden ser
candidatos biolégicos o posicionales. Los primeros son genes relacionados,
conocida o hipotéticamente, con rutas metabdlicas implicadas en la enfermedad
0 con la sintesis de proteinas target de farmacos, mientras que los segundos son
cualquier gen que se localice dentro de una region cromosoémica implicada por
ligamiento. De entre los candidatos biologicos, destacan dos variantes por
considerarse bien establecidas en la actualidad: i) La primera es una variante
genética protectora, un alelo nulo funcional de una enzima que degrada el
alcohol (ALDH2*2), la aldehido deshidrogenasa 2. Mas presente en los
individuos del sudeste asiatico, protege a sus portadores del riesgo de
alcoholismo ya que les produce una nada placentera evacuacion ante el
consumo de alcohol; ii) La segunda es una variante genética de riesgo
(BHTTLPR = 5-hydroxytryptamine transporter gene-linked polymorphic region) en
el promotor del gen del transportador de serotonina SHTT (gen SLC6A4), que es
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diana de la mayoria de los antidepresivos [10].

En estos estudios es muy importante una buena definicion de la
enfermedad para asegurar la homogeneidad etiolégica de los individuos, lo que
en el caso de los trastornos psiquiatricos nos supone una limitacion, ya que,
como hemos comentado anteriormente, la atribucion de un diagndstico no es tan
sencilla y homogénea como se desearia. No hay que descartar que se
produzcan falsos positivos por azar, estratificacion étnica de la muestra, multiple
testing, heterogeneidad alélica, etc. [10].

Los genes candidatos, y los avances tecnoldgicos, dan paso a los
esperanzadores GWAS o] estudios de genoma completo
[6,28,29,31,33,34,55,56,62,69,72]. Se trata de un estudio tipo caso-control en el
que la muestra de DNA de cada individuo es analizada para millones de
variantes genéticas, generalmente SNPs, a lo largo de todo el genoma. Al tener
un disefo caso-control, también comparten las limitaciones de ese tipo de
disefios, pero cada vez se realizan mejores GWAS en trastornos mentales
[71,74]. Al principio ninguno logré arrojar ningun resultado consistente, muy
probablemente debido a que no se alcanzaban tamafos muestrales tan elevados
como los utilizados en estudios de diabetes tipo Il, donde contaba con 38,000
casos y controles, en comparacion con los pocos miles que con suerte se
conseguian para trastornos mentales. Pero, con el paso del tiempo y gracias a
tamanos muestrales mucho mas elevados, se han logrado resultados
significativos. Por ejemplo, el Consorcio de Psiquiatria Gendmica (PGC) publico
recientemente un mega-analisis para esquizofrenia y trastorno bipolar en el que
identificaron significativamente 7 y 2 loci respectivamente. En el trastorno bipolar
destaca la subunidad del canal de calcio CACNA1C, y en esquizofrenia la region
del complejo mayor de histocompatibilidad (region MHC) [68].

Existen gran cantidad de estudios de asociacion genética en
enfermedades mentales, pero, sin todavia el éxito esperado en los hallazgos,
pocos son los genes en que se ha encontrado asociacion descrita y replicada por
grupos independientes [18,61]. En la Tabla 2 se resumen los genes que hasta el
momento se han asociado fuertemente a distintos trastornos.
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Tabla 2. Genes asociados a trastornos psiquidtricos

Gen Locus Hallazgos

Alcohol ADH2 Actividad incrementada de la enzima asociada a proteccion frente
deshidrogenasa 2 alcoholismo

Aldehido ALDH2 Actividad baja o nula de la enzima asociada a proteccion frente
deshidrogenasa 2 alcoholismo

Catecol-O- COMT Asociacioén con procesamiento cognitivo y umbral del dolor
metiltransferasa

Receptor de DRD4 Asociacion con ADHD (Trastorno de déficit de atencién e
dopamina D4 hiperactividad)

Receptor de GABA  GABRA2  Asociacion con trastornos de abuso de alcohol y endofenotipos
A subunidad alfa 2

Monoamino oxidasa MAOA Variante nula asociada a comportamiento impulsivo-agresivo y

A variante funcional en el promotor asociada a comportamiento
impulsivo y antisocial en interaccién con maltrato

Transportador de SLC6A4 0 Alelo s asociado con neuroticismo incrementado y sintomas de

solutos familia 6, SERT depresion en interaccion con factores ambientales, y asociado

miembro 4 también a muchos otros rasgos de comportamiento. También

asociado a procesamiento de la amigdala (evidencias de fMRI)

Endofenotipos

Los estudios descritos hasta el momento hacen uso de etiquetas
diagnosticas cerradas, pero ¢y si las variantes genéticas incrementaran o
redujeran un rasgo cuantitativo?, ¢y si en lugar de limites artificiales, los rasgos y
trastornos se solaparan situandose entonces en un continuum que viaja desde el
rasgo normal hasta el trastorno debido a la interaccion de diversos factores?
Tras la idea de que algunos trastornos psiquiatricos podrian estar en el extremo
final de determinadas variaciones de personalidad, nacen los endofenotipos.
Estos fenotipos intermedios del trastorno se asume que tendrian una base
genética mas sencilla, y por tanto su estudio también seria mas sencillo [35,50].
Los estudios de asociacion realizados con endofenotipos han ayudado a la
identificacion genética y siguen siendo muy prometedores [26]. Por ejemplo,
como se ve en la Tabla 2, se encuentran resultados concluyentes sobre la
asociacion del alelo s del transportador de serotonina 5-HTT con un
endofenotipo de la depresion, el neuroticismo elevado.
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Interaccion gen-ambiente (GxE)

Esta aproximacion nace de dos observaciones, que los trastornos
mentales tienen causas ambientales y que las personas muestran
heterogeneidad en su respuesta a esas causas. La diferencia principal con el
resto de aproximaciones de estudio es que se asume que son patdgenos
ambientales los que causan el trastorno, mientras que los genes influyen en la
susceptibilidad a estos patdogenos. Esta hipdtesis también esta siendo estudiada
en otras patologias como son el cancer y la diabetes [16,61].

Se trata de una estrategia que esta bastante de actualidad y tiene
especial importancia ya que, como dijeron Moffitt et al. en 2005, sin la
aproximacion genético-ambiental la conexion de cada gen con la enfermedad
podria haberse anulado de forma errénea [51]. Aunque este tipo de estudios son
relativamente nuevos en psiquiatria, hay hallazgos particularmente interesantes,
bastante literatura acerca de los efectos de la interaccidén gen-ambiente sobre
diversos trastornos, asi como sobre diversos métodos o mecanismos de
busqueda de interacciones gen-ambiente (estudios de genética clasica, de
epigenética, modelos animales, neuroimagen funcional).

Las primeras evidencias de interaccion GxE sobre comportamiento fueron
reportadas en un par de articulos publicados en 2002 y 2003 por Caspi et al. En
ambos se analizaron de forma prospectiva y longitudinal datos de una cohorte de
nacimiento de Dunedin, Nueva Zelanda. Se comenzé con mas de 1000
individuos que fueron seguidos durante mas de 30 afios. En el articulo de 2002
se reporta que un polimorfismo funcional en el gen que codifica para la enzima
metabolizante del neurotransmisor monoamino oxidasa A (MAOA) moderaba el
efecto del maltrato infantil. Los nifios maltratados cuyo genotipo conferia bajos
niveles de expresion de MAOA, desarrollaban mas frecuentemente trastornos de
la conducta, personalidad antisocial y crimenes violentos en la edad adulta que
aquellos nifios con el genotipo MAOA de alta actividad [15]. En el articulo de
2003 se reporta que un polimorfismo funcional en el promotor del gen del
transportador de serotonina (SERT o 5-HTT) moderaba la influencia de

acontecimientos vitales estresantes (AVEs) en la depresion. Individuos con una o
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dos copias del alelo corto (forma s) manifestaban mas sintomas depresivos,
depresion diagnosticable y tendencias suicidas tras AVEs que los individuos con
dos copias del alelo largo (forma l) [17].

Como se ha visto, estos dos genes clave en Ila transmision
serotoninérgica estan asociados de forma concluyente a distintas patologias
mentales. Estas asociaciones fuertes también han sido encontradas por grupos
independientes al de Caspi [73,76]. Destacamos un estudio de Cervilla et al.
(2006, 2007) [19,20] en el que son replicados por primera vez en poblaciéon
espanola los hallazgos de Caspi et al. (2003).

Este tipo de estudios, aunque muy convenientes, también presentan
limitaciones, algunas generales y otras mas especificas dependiendo del tipo de
metodologia empleada. En general, la investigacion de las interacciones gen-
ambiente es dificil por la limitacion en el rango de factores ambientales que se
pueden estudiar, asi como la escasez de instrumentos para medirlos; no
obstante, hay una cosa clara, se requieren verdaderas colaboraciones entre los
ambitos de las neurociencias y la genética [14,16,30].

Otras estrategias

Ademas de las aproximaciones ya repasadas que tratan de dilucidar parte de la

etiologia que subyace a los trastornos psiquiatricos, ahora se presentan

brevemente otras alternativas que, aunque menos explotadas, tienen mucho que
aportar.

- Anomalias cromosomicas estructurales: en el caso de enfermedades
mendelianas raras, varias anomalias del tipo delecion (caso del sindrome
velocardiofacial) o translocacion se han visto asociadas a sintomas
psiquiatricos [22]. Esto ayuda en la localizacion de regiones donde
podrian encontrarse genes candidatos [59]. De igual modo sucede con las
mutaciones estructurales de novo, como por ejemplo en el caso del
autismo [10].

- Modelos animales: principalmente para tener un punto de partida en las

investigaciones sobre interaccion gen-ambiente.
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- Neuroimagen: esta técnica ha aportado buenos resultados como por ejemplo
en el caso de la depresion mayor, donde se han identificado fenotipos de
neuroimagen en el trastorno (aumento de lesiones hipertensas en la
sustancia blanca o una atrofia del hipocampo) [23,24,48]. Otro tipo de
estudios son los que implican el uso de resonancia magnética funcional
(fMRI) [4,37]. Un enfoque consiste por ejemplo comparar respuestas de
grupos de individuos con genotipos diferentes utilizando medidas de
neuroimagen funcional [16].

- Epigenética: se esta erigiendo como un puente capaz de conectar la biologia y
la salud mental. Se trata de una ciencia basada en el estudio de la forma
en que los factores ambientales y estilos de vida pueden determinar la
expresion de determinados genes. No solo los genes se heredan, también
otros cambios del genoma que, sin alterar la secuencia de DNA y de
forma reversible en muchos casos, determinan que un gen se exprese o
no en funcion de condiciones ambientales [65].

Conclusiones

Es muy poco probable que una uUnica estrategia permita la identificacion
de todos los factores genéticos de riesgo, la clave para resolver todo es enigma
no puede darse de forma individual e independiente. Debido a la naturaleza de
los trastornos psiquiatricos, el peligro de centrar la atencion en un unico nivel es
que es muy probable que se pierda gran cantidad de informacién [39].

La ineficacia para obtener y replicar resultados sélidos en la busqueda de
la etiologia de los trastornos mentales, en muchos casos puede deberse a
diversos factores como son el disefo del estudio, el pequefio tamano de muestra
o la estratificacion de la misma, la poca exactitud en la definicion del fenotipo, los
criterios diagnosticos usados, la seleccion de los individuos de estudio para
propositos explicitos diferentes o la coexistencia o comorbilidad de otros
trastornos psiquiatricos y/o somaticos. De todas formas, el avance sigue su
curso, la comunidad cientifica se ha eco de tales limitaciones, y la mayoria de
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estos aspectos estan siendo tenidos en cuenta e investigados.

A pesar de que aun nos encontramos lejos de alcanzar esa posicion
privilegiada ante los problemas de salud mental, todos estos avances
constituyen, sin duda, un buen comienzo. Como escribia Antonio Machado en
uno de sus poemas: “... se hace camino al andar”.

.Y ahora qué?: Perspectivas de futuro

Lo mas importante es ser capaces de aunar fuerzas entre las distintas
disciplinas que aspiran a destapar la etiologia oculta de los trastornos

psiquiatricos. Asi avanzaremos mas y mas rapido.

Clasificacion y diagnéstico

Es necesario tratar de caracterizar y definir de forma exacta las
enfermedades ante las que nos enfrentamos, afiadiendo o eliminando subtipos si
se requiriese; o incluso dar mayor relevancia en los estudios genéticos a los
endofenotipos, que pueden ayudar a delimitar los subgrupos genéticos reales, y
por tanto los factores genéticos implicados, tras un diagndstico categorico.
Debido a que estos fenotipos basicos probablemente existen a nivel celular, se
esta pensando recientemente en el uso de células madre pluripotentes inducidas
(iPSCs) derivadas de neuronas y/o neuronas inducidas de fibroblastos para
comprender mejor diversos aspectos de los trastornos psiquiatricos [9].

Debido a la naturaleza compleja de las enfermedades mentales, tanto
ahora como en el futuro es delicada la aplicacion de tests genéticos para
diagnostico [42]. Es mas probable que la identificacion de genes de
susceptibilidad nos ayude a comprender mejor los procesos que guian al
comienzo de la enfermedad, para asi poder desarrollar tests bioquimicos, que en

principio serian mas baratos, rapidos y sencillos [54].
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Desarrollo de nuevos y mejores tratamientos

En el campo de la farmacologia, la identificacion de genes de riesgo, a
largo plazo, proporcionara nuevas dianas terapéuticas para el desarrollo de
nuevos farmacos [47,55]. La identificacion de nuevas rutas biologicas implicadas
en las enfermedades, conducira al desarrollo de nuevas terapias y al progreso
de la medicina personalizada.

En este punto es importante destacar la farmacogenética, cuyo empleo
permitira en muchos casos predecir la probabilidad de un individuo, segun su
perfil genético, de responder de forma adecuada o no a determinados farmacos
[1]. Esta aplicacidn ya es una realidad, que en el caso de una empresa del Pais
Vasco se traduce en un test de farmacogenética llamado Brainchip. La idea
reside en adaptar el tratamiento farmacoldgico de los trastornos psiquiatricos al
perfil genético del paciente, lo que servira para aumentar la eficacia de los
tratamientos antidepresivos y antipsicéticos [8].

Ademas, hacer una pequefia mencion a la terapia génica o transferencia
de material genético en un individuo con finalidad terapéutica [66]. Dada la
complejidad de las enfermedades mentales, en un principio resultaria curioso
pensar en la terapia génica como una nueva aproximacion al tratamiento. Sin
embargo, lo esencial es mirar en la direccion adecuada, como han hecho
Bortolozzi et al. Mediante la administracion a ratones de RNA pequefio de
interferencia o siRNA reduce en gran medida el feedback negativo mediado por
autorreceptores 5-HT1A, consiguiendo una mayor liberacién de serotonina y
efecto antidepresivo [7].

Mejora de las medidas preventivas

Al igual que la prediccién de la probabilidad de padecer un trastorno es
limitada en estas enfermedades, también lo es el potencial preventivo. Ademas,
no siempre es posible evitar los factores ambientales que intervienen en el
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desarrollo del trastorno. Aun asi, ahora que la incorporacion de factores
ambientales a los estudios de genética psiquiatrica esta mas avanzada, es logico

pensar en las potenciales medidas preventivas.

“La solucién no pasa por una batalla entre los diversos enfoques, sino por una
vision mas matizada y sofisticada de las multiples perspectivas que pueden
aportar luz a la etiologia de los trastornos mentales” [25].
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INTRODUCCION: La depresién es un trastorno psiquidtrico muy prevalente y
discapacitante, con una etiologia multifactorial, donde factores de riesgo psicosociales y
biolégicos interaccionan entre si para dar lugar al fenotipo final de enfermedad.
OBJETIVO: Revisar, de forma critica, la bibliografia existente acerca de la posible
interaccion entre la carga genética individual y la adversidad ambiental en depresion,
para obtener una vision general de los actuales resultados y controversias alrededor de
esta cuestion.

METODOLOGIA: Se revisaron los estudios observacionales realizados sobre humanos
que han explorado la posible interaccion entre genes de proteinas clave en depresion y
factores ambientales de riesgo para la enfermedad. Ademas, se incluyeron, estudios
realizados desde otros campos de investigacion (neurociencia experimental,
neuroimagen, a nivel celular, sobre roedores o primates no humanos).

RESULTADOS: A pesar de la discrepancia en los resultados, existe cierta evidencia a
favor de la existencia de una interaccion gen-ambiente en depresion, sobre todo para el
alelo S del polimorfismo 5-HTTLPR del gen del transportador de serotonina (gen SERT)
y variables de adversidad ambiental, tales como los acontecimientos vitales estresantes
(AVEs) y las experiencias de maltrato en la infancia, aunque mas investigaciones son
necesarias.

CONCLUSION: Las futuras investigaciones deben ser metodolégicamente mas
minuciosas, con una exhaustiva evaluacion de la adversidad ambiental y del fenotipo
depresivo y con un disefio longitudinal que permita establecer relaciones de causalidad.
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1.Introduccion

“Llorando mas alla de lo debido, con ese inmenso dolor
te vas marchitando, sin que tu llanto se vea como
solucién a la desgracia” (Sofocles, 496-406 a.C. Grecia).

La tristeza es un sentimiento presente en algunos momentos de nuestra
vida, aunque, en la mayoria de los casos, se trata de un estado transitorio. Sin
embargo, en algunas personas se instaura una tristeza profunda, de dificil
expresion por parte de quien la padece y que se mezcla con pensamientos
negativos y con sentimientos de culpa, que hacen que la persona se sienta
abatida y que pierda las ganas de vivir.

La depresion mayor se define como un trastorno afectivo caracterizado
por hipotimia (un estado de animo anormalmente bajo), anhedonia (pérdida de
interés y de la capacidad de obtener placer con las cosas) y fatigabilidad,
acompanados de otros sintomas, como alteraciones del suefo, sensacion de
pérdida de energia, disminucion de la capacidad para pensar, concentrarse o
tomar decisiones, sentimientos de infravaloracién y culpa o pensamientos de
muerte. Todos estos sintomas interfieren gravemente con las actividades de la
vida diaria del individuo generando discapacidad [3].

La depresion es, a dia de hoy, el trastorno psiquiatrico mas frecuente en
paises desarrollados, con tasas de prevalencia descritas en torno al 7% en
poblacion general [77] , siendo Espafia uno de los paises de Europa con mayor
prevalencia de esta enfermedad (18% en mujeres y 11% en hombres) [81] . Es
ademas, un trastorno muy recurrente [5] y una de las enfermedades mas
discapacitantes en el mundo desarrollado [126], por lo que genera altos costes a
la Comunidad [126].

Por todo ello, reducir la prevalencia de depresidon en la poblacion,
mediante el desarrollo de estrategias de prevencion del trastorno, se ha
convertido en un reto para el siglo XXI, para cuya consecucion se hace
necesario conocer a fondo cuales son y en qué medida actuan los factores que
aumentan el riesgo de desarrollar esta enfermedad, para asi poder evitar que
impacten sobre el individuo y provoquen la enfermedad.
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2. Etiologia de la Depresion

La etiologia de la depresidn esta, a dia de hoy, aun lejos de ser totalmente
conocida, aunque si podemos afirmar que es compleja y multifactorial, en donde
existen factores de riesgo de tipo psicolégico, social y biolégico que no actuan
por separado, sino que interaccionan entre si para predisponer, desencadenar o
perpetuar el trastorno.

En primer lugar, parece existir una predisposicion psicologica a padecer
depresion.

Ciertos rasgos neurédticos de personalidad o unos bajos niveles de
tolerancia al estrés se encuentran entre los factores de riesgo de tipo psicoldgico
que podrian sensibilizar al individuo frente a determinados acontecimientos
vitales, que otro tipo de personalidad no encontraria estresantes, frente a los
cuales responderia con comportamientos y conductas “negativas’ que,
mantenidas a lo largo de la vida, les predispondria a la enfermedad [128, 19,
66].

En segundo lugar, numerosos autores han descrito factores de riesgo de
tipo social que aumentan el riesgo de padecer depresion o de perpetuar el
trastorno.

Aquellos acontecimientos vitales que ocurrieron en la infancia, tales como
la deprivaciéon maternal o el abuso de tipo fisico, sexual o psicolégico, pueden
tener su influencia en la edad adulta, provocando la formacién de conexiones a
nivel celular y neuroquimico entre ciertas emociones y cogniciones que podrian
ser, después, evocadas por minimos estimulos ambientales, reactivandose de
una forma desproporcionada y provocando, finalmente, la enfermedad [51, 135,
94, 137].

Ademas, entre los factores de riesgo para depresion de tipo social, los
acontecimientos vitales estresantes (AVEs) se han sugerido como posibles
desencadenantes del trastorno depresivo. La muerte de un familiar, dificultades
de pareja, el padecimiento de una enfermedad, entre otros, constituyen
fendmenos externos bruscos, que producen desadaptacion social y distrés
psicolégico y que son percibidos como una amenaza por el sujeto sobre el que
recaen [20].

Otros factores de riesgo de tipo social descritos para depresion y que
suelen hacer que se la enfermedad se instaure de forma recurrente, son el tener
un deficiente apoyo social que amortigle situaciones de estrés [108].
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Durante las ultimas décadas los investigadores han dedicado sus
esfuerzos a intentar comprender cdmo estos factores etiologicos de tipo
psicosocial se combinan para dar lugar a la enfermedad. Asi, se han elaborado
distintos modelos predictivos de depresiéon con el objetivo de integrar tales
factores, explicar las relaciones existentes entre ellos y profundizar en la
etiologia de esta enfermedad. Un ejemplo de ello es el modelo PREDICT-D [82],
que predice la aparicion de depresion en los siguientes 12 meses, con una
probabilidad de acierto muy elevada y comparable a la del modelo predictivo de
riesgo cardiovascular desarrollado por Anderson y cols., en el afo 1991 [4], por
lo que supone una herramienta predictiva de depresion equiparable a dicho
modelo, tan utilizado actualmente.

Sin embargo, en la mayoria de los casos, los modelos predictivos de
depresion elaborados hasta el momento, incluido el modelo PRECIT-D, han
estado mas centrados en el componente psicosocial del trastorno, dejando a un
lado las evidencias existentes a favor de la existencia de unas bases bioldgicas
en el origen de la enfermedad.

3. Bases biologicas de la depresion

No es dificil percatarnos de que no todos los individuos son igualmente
vulnerables al efecto de riesgo conferido por un ambiente desfavorable. En
efecto, como ya se ha comentado, la personalidad premorbida juega un
importante papel en como nos enfrentamos a los avatares de la vida, pero,
ademas, existen otras caracteristicas intrinsecas del individuo que lo haran mas
0 menos vulnerable a padecer depresion.

Asi, se ha sugerido la existencia de unas bases biologicas del trastorno
depresivo que tienen que ver con alteraciones endocrinas y neuroquimicas y con
la carga genética individual.

Existen evidencias que apuntan a que ciertas alteraciones en los
mecanismos de adaptacion al estrés estarian involucradas en el desarrollo,
tratamiento y prevencion de los trastornos del humor.

El eje Hipotalamo-Hipofiso-Adrenal (eje HHA) es el sistema
neuroendocrino fundamental en la respuesta al estrés. En el caso de una
exposicion mantenida al estrés, ésta provocaria una hiperactividad del eje HHA,
dando lugar a respuestas excesivas o bien inadecuadas (en duracién o en
magnitud) cuyas consecuencias podrian estar relacionadas con el origen de la
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depresion [68]. En este sentido, numerosos estudios han constatado, en
pacientes deprimidos, una elevacion de los niveles de cortisol y de factor
liberador de corticotropina (CRF) [39]. Ademas, se ha observado que unas
concentraciones elevadas de glucocorticoides, mantenidas en el tiempo, pueden
dafiar las neuronas del hipocampo, impidiendo la neuroproteccion y la
neurogénesis en este area, lo cual provocaria una reduccion de la
retroalimentacion negativa sobre el eje HHA [38]. De este modo, en estos
individuos parece existir una incapacidad de su sistema hipotalamo-hipofiso-
adrenal para suprimir el cortisol plasmatico y, como consecuencia, una
hiperactividad de este eje, lo cual, a su vez, provocaria una hiperactivacién del
sistema simpatico-adrenal y una alteracion del sistema serotoninérgico [39].

Algunos autores han demostrado un efecto del estrés mantenido sobre
vias de neurotransmision serotoninérgica, disminuyendo la concentracion de
serotonina en el espacio intersinaptico [102].

La serotonina esta implicada en la regulacién del estado de animo, el
suefo, la agresividad o el apetito, funciones estas que se encuentran afectadas
en los individuos deprimidos.

La idea de la implicacion de la serotonina y otras monoaminas en la
fisiopatologia de la depresidon queda expresada en la hipétesis monoaminérgica.
Esta centra la fisiopatologia de la depresion en una deficiencia de los
neurotransmisores serotonina, noradrenalina y/o dopamina en zonas del cerebro
tales como la amigdala (que controla las emociones y el humor), el hipotalamo
(responsable del suefio, la libido) o la corteza cerebral (implicada en procesos
cognitivos superiores), estructuras estas que se encuentran afectadas en
individuos deprimidos [93].

Tal idea surge en los afos 50 cuando se observé una mejora sustancial
en los sintomas de pacientes depresivos a los que se les habia administrado
drogas que provocaban una elevacion de las concentraciones de monoaminas
en el espacio presinaptico [10]. Posteriores investigaciones apoyaron la
implicacion de los sistemas serotoninérgico [143, 6, 8], nordadrenérgico[121] y
dopaminérgico[85] en la fisiopatologia de la depresion.

4. Bases genéticas de la depresion

Desde un punto de vista molecular, es obvio que estos sistemas de
neurotransmision monoaminérgica que parecen estar alterados en el trastorno
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depresivo, estan formados por moléculas que son codificadas por genes cuya
variabilidad poblacional podria tener algo que decir en el origen de la
enfermedad.

La primera idea de que la etiologia del trastorno depresivo podria tener un
componente genético vino de la observacion de cierta agregacion familiar.
Estudios epidemioldgicos de familia, que estudian la prevalencia el trastorno en
entre sus miembros, han evidenciado la existencia de un riesgo de padecer
depresion en torno a tres veces superior entre los familiares de primer grado de
pacientes deprimidos, en comparacion con la poblacion general [90]. Por su
parte, los estudios realizados sobre individuos adoptados y sobre gemelos
describen tasas de heredabilidad en torno al 40%, lo que significa que el 40% de
la variabilidad del trastorno seria atribuible a factores genéticos [97].

Con el rapido avance de las técnicas de Biologia Molecular, ha sido
posible desarrollar estudios genéticos de ligamiento y asociacion, con el objetivo
de identificar donde se encuentran localizados y cuales son los genes que
parecen estar jugando un importante papel en el origen de la depresion.

Debido a las evidencias a favor de una hip6tesis monoaminérgica en la
etiologia de la depresidn, los investigadores han dirigido sus analisis hacia genes
que codifican proteinas con un importante papel en la neurotransmision
serotoninérgica, dopaminérgica, noradrenérgica o gabaérgica.

Los principales hallazgos desde los estudios en Genética Psiquiatrica
senalan al gen que codifica para el el transportador de serotonina (gen SERT)
como uno de los mas fuertemente asociados a depresion [92].

Este gen presenta un polimorfismo funcional de tipo VNTR en su zona
promotora, con dos alelos posibles (S o corto y L o largo) muy frecuentes en la
poblacion. El alelo S ha sido asociado con una menor eficiencia transcipcional
del gen [89] y, por tanto, con una menor disponibilidad de proteina
transportadora que recapte serotonina desde el espacio intersinaptico de vuelta
a la neurona presinaptica, lo cual determina una mayor concentracion de
serotonina en el espacio intersinaptico.

Numerosos estudios de asociacion génica en muestras independientes
han descrito riesgos incrementados para padecer depresion en los individuos
con el genotipo S/S de este polimorfismo [33, 56, 28], aunque no faltan los
estudios que no han replicado estos resultados [123, 141]. Los metanalisis
realizados hasta el momento parecen ir mas a favor de la existencia de tal
asociacion [92], aunque otros sugieren que el alelo S se encuentra mas bien
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asociado a trastorno bipolar, y no tanto a depresion mayor [87]. Con todo, el
polimorfismo 5-HTTLPR del gen SERT es a dia de hoy el mas estudiado en
relacion a depresion.

Por otra parte, los investigadores han dirigido la busqueda de genes
implicados en la etiologia de la depresién, ademas, hacia otros genes del
sistema serononinérgico (tales como los que codifican receptores de serotonina,
genes HTR1A, HTR2A o HTR2C), genes del sistema dopaminérgico (como el
gen que codifica para el transportador de dopamina, gen DAT, o genes de los
receptores de dopamina, genes DRD3 y DRD4, entre otros) o hacia genes del
metabolismo de neurotransmisores (tales como el gen que codifica para la el
enzima monoamino-oxidasa A, gen MAOA, o el gen del enzima limitante de la
sintesis de dopamina tirosina hidroxilasa, gen TH).

Sin embargo, los hallazgos de asociaciéon de todos estos genes con
depresiéon no han sido del todo replicados, y, salvo quiza en el caso del
polimorfismo 5-HTTLPR del gen SERT, no existen a dia de hoy resultados
concluyentes acerca de qué genes podran estar implicados en el origen de esta
enfermedad [133].

La falta de consistencia en los resultados derivados de los estudios de
genética cuantitativa podria ser debida a la dificultad en la definicion del fenotipo
depresivo. Lo cierto es que no existen parametros bioldgicos que definan los
limites de la enfermedad o los subtipos o categorias que pudieran existir dentro
de ésta, por lo que la clasificacidon se centra, fundamentalmente, en criterios
clinicos que no siempre reflejan una realidad biolégica.

Otra de las posibles razones podria ser el uso de tamafos muestrales
reducidos que no aportan el poder estadistico suficiente para explorar en
profundidad un trastorno complejo cuyas bases genéticas, probablemente, no
son atribuibles a un gen concreto responsable, sino mas bien al efecto pequeno
de numerosos genes que, ademas, interaccionan entre si, mediante relaciones
de epistasis (interaccién gen-gen), y también con el ambiente (interaccion
genético-ambiental), haciendo muy dificil definir el modelo de herencia de la
enfermedad [74].

5. Interaccion genético ambiental en Depresion

Como se ha comentado, las investigaciones sobre los factores genéticos
en los trastornos mentales que se han llevado a cabo en las ultimas décadas,
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han mostrado la discrepancia existente entre las altas tasas de heredabilidad
estimadas desde los estudios de genética clasica y la escasez de resultados
genéticos que identifiquen genes candidatos para depresidn de manera
concluyente [133].

Una de las posibles explicaciones es que los genes implicados no
actuarian de forma independiente ni directamente sobre la etiologia de la
enfermedad, sino mas bien interaccionando entre ellos (interaccion gen-gen) y
con el ambiente (interaccidn gen-ambiente), modulando asi el riesgo conferido
por determinados factores de tipo ambiental. Asi, multitud de genes estarian
potenciando o atenuando el efecto modulador que otros muchos genes
ejercerian sobre el ambiente, para dar lugar al fenotipo final de enfermedad.

Esta podria ser la razon por la que los estudios de asociacion genética,
hasta ahora, han producido resultados no del todo concluyentes. El hecho de
que un gen no haya sido del todo asociado a la enfermedad de interés, no
implica necesariamente que ese gen no juegue un papel en la etiologia de tal
caracter, ya que éste puede estar actuando a través de su interacciéon con
factores ambientales que, si no son tomados en cuenta, pudieran enmascarar su
efecto [100].

De este modo, podemos definir la interaccion genético-ambiental como una
situacion en la que el riesgo conferido por la exposicion a un factor ambiental
varia en funcién de la carga genética del individuo [147].

Asi, podriamos afirmar que la depresién seria el resultado de la

interaccion de factores de distinta naturaleza y que, por tanto, los
acontecimientos estresantes raramente son los unicos responsables de la
aparicion del episodio depresivo, sino que, mas bien, ejercen su accién sobre la
predisposicion intrinseca de cada individuo (personalidad, neuroquimica, carga
genética), lo que provoca el aumento de los niveles de vulnerabilidad hasta la
aparicion de la enfermedad.
Algunas de las investigaciones en Psiquiatria Genética, realizadas en las ultimas
décadas, comienzan a incluir esta vision integradora entre el componente
genético y el ambiental en el abordaje de la etiologia de la enfermedad mental.
En esta nueva aproximacién genético-ambiental, la enfermedad mental se
produciria como resultado de la interaccion entre intrincadas redes de cientos o
miles de genes y multiples factores ambientales, dando lugar al fenotipo final de
enfermedad [59].
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5.1 Interaccion gen del transportador de serotonina y
adversidad ambiental en Depresion

La importancia de la carga genética individual en la respuesta al estrés
ambiental en depresion ya se comenz6 a constatar desde mediados de la
década de los noventa, cuando Kendler y cols. documentaron un mayor riesgo
de depresion, tras sufrir un acontecimiento estresante, en los individuos con una
carga genética de riesgo, en comparacion con aquéllos sin ese riesgo genético
[75].

Sin embargo, no se conocia cuales podrian ser los genes que modulaban
el efecto de los acontecimientos vitales estresantes (AVEs) en la vulnerabilidad a
padecer depresion.

Mas adelante, surgieron algunas evidencias que apuntaban al gen que
codifica para el transportador de serotonina (gen SERT) como uno de los genes
candidatos para ejercer este efecto.

Asi, Murphy y colaboradores, en el afio 2001, describieron la existencia de
una respuesta al estrés diferenciada en ratones knock-out para el gen SERT.
Frente a un estimulo estresante, los ratones knock-out homocigotos (5HTT -/-) y
heterocigotos (5HTT +/-), exhibian un comportamiento mas atemorizado vy
mayores niveles de hormona adrenocorticotropina, en comparacion con los
animales controles (SHTT +/+) [104].

Posteriormente, en un estudio realizado sobre primates (Rhesus
machaques) sometidos a estrés, se describio una funcion serotoninérgica
disminuida (a través de una menor concentracion de 5-hidroxindol-acético en
liquido cefalorraquideo), en aquellos animales portadores del alelo S del
polimorfismo 5-HTTLPR del gen SERT, respecto a los de genotipo L/L [16].

Por ultimo, Hariri y colaboradores (2002), demostraron que los individuos
portadores del alelo S, exhibian una exagerada actividad amigdalar en
situaciones de miedo, en comparacioén con los individuos L/L, asociando asi, por
primera vez desde un estudio de neuroimagen funcional, el gen SERT con la
respuesta al estrés [61].

Estos hallazgos sugerian que variaciones en el gen del transportador de
serotonina podrian modular las reacciones psicopatolégicas a acontecimientos
estresantes, pero no fue hasta la publicacion, en la prestigiosa revista Science,
del estudio paradigmatico de Caspi y cols. cuando se demostrd, de forma
empirica, la existencia de una interaccion genético ambiental en depresion [24].

Se trata de un estudio de seguimiento longitudinal de una cohorte de 1037
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individuos (52% hombres) de la misma edad, que fueron evaluados para toda
una bateria de variables socio-ambientales y psicologicas a las edades de 3, 5,
7,9, 11,13, 15, 18, 21, 26 afios.

La adversidad ambiental se evaluoé previamente a generar el diagndstico
de depresion y a través de la experiencia de acontecimientos vitales estresantes
(AVEs) en los ultimos 5 afios (relativos al empleo, la economia, la salud, las
relaciones y el hogar) y mediante entrevistas estructuradas y validadas que
fueron repetidas varias veces. Ademas se obtuvieron datos sobre maltrato en la
infancia, que fueron verificados mediante fuentes externas.

Por ultimo, al final del seguimiento, los participantes fueron evaluados
para depresién mayor (segun criterios DSM-IV) en el ultimo afo, mediante la
Diagnostic Interview Schedule [116].

Los resultados del estudio de Caspi y cols. mostraron, en primer lugar, la
existencia de una asociacion entre el numero creciente de AVEs y un riesgo
incrementado para padecer depresion (p<0.001), lo cual era un hallazgo
esperable.

En segundo lugar, no encontraron ninguna asociacién entre el
polimorfismo SHTTLPR del gen que codifica para el transportador de serotonina
y depresion (p=0.29).

Sin embargo, cuando se valoré la posible interaccion entre ese gen y los
acontecimientos vitales estresantes, se encontr6 un efecto global
estadisticamente significativo (p=0.056). Asi, los individuos portadores del alelo
corto (S), transcripcionalmente menos activo [89], tenian una mayor probabilidad
de desarrollar depresion, después de sufrir acontecimientos vitales estresantes
que aquellos individuos homocigotos para el alelo largo (L). Por genotipos, la
significacidon aumentaba, de modo que los individuos doblemente portadores del
alelo corto (S) del gen y que, ademas, acumulaban mas acontecimientos vitales
estresantes, eran los que presentaban un mayor riesgo para padecer depresion
(p=0.002) (Ver Figura 1-a).

Por ultimo, encontraron que el maltrato sufrido durante la infancia,
incrementaba significativamente la probabilidad de desarrollar depresion en la
vida adulta en aquellos individuos portadores del alelo corto (S), en comparacion
con los no portadores (p=0.05 para la interaccién). (Ver Figura 1-b).

Estos hallazgos demostraron, por primera vez, que el polimorfismo funcional 5-
HTTLPR de la region promotora del gen SERT modula el efecto de riesgo
conferido por la adversidad ambiental en depresion [24].
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Figura 1. Principales hallazgos de Caspi y cols., 2003. Probabilidad de episodio depresivo mayor
en funcion del genotipo para el polimorfismo 5-HTTLPR del gen del trasportador de serotonina
(SERT) y el numero de acontecimientos vitales estresantes (izquierda) 6 de las experiencias de
maltrato en la infancia (derecha). Figura modificada de Caspi y cols.,2003 [24]

El trabajo de Caspi y cols. supuso una verdadera revolucion en Psiquiatria
Genética y no tardaron en surgir trabajos que replicaban sus hallazgos, aunque
en muestras de gemelos [52, 76, 69, 31, 139, 35, ], de mujeres [45, 124, 31,
139], de ninos [73, 72], de adolescentes [45, 29, 32], de estudiantes o profesores
[34, 124, 129, 140], de ancianos [79, 110], de mujeres embarazadas [120 ], o de
individuos deprimidos o bipolares [95].

En el afio 2007, Cervilla y cols., replicaron los hallazgos de Caspi y su
equipo, por primera vez, en una muestra de adultos amplia, representativa de la
poblacion general y en la que se habian usado herramientas estandarizadas y
validadas para generar el diagnostico de depresion y para evaluar la presencia
de AVEs [27].

En este trabajo se describia que aquellos individuos con el genotipo s/s
necesitaban haber sufrido un solo AVE para elevar sus niveles de riesgo para
depresion a los mismos niveles que presentaban los individuos con otras
combinaciones alélicas que habian sufrido mas de dos AVEs.

La novedad de este estudio fue que esa interaccion era independiente del
efecto de posibles variables confusoras, tales como el sexo, la edad o la historia
familiar de problemas psicoldgicos, y que fue el primer estudio que examinaba la
existencia de una interaccion genético-ambiental en depresion en una muestra
espanola, con frecuencias genotipicas y prevalencias de exposicion a AVEs
similares a otras poblaciones europeas.
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Sin embargo, desde la publicacidon del trabajo de Caspi y cols., no son escasos
los autores que han fallado en encontrar evidencias de la existencia de una
interaccion entre 5HTTLPR y adversidad ambiental [52, 128, 29, 34, 110].

A la vista de esta discrepancia en los resultados publicados en la
bibliografia cientifica, dos metanalisis fueron desarrollados, con el objetivo de dar
una respuesta definitiva a la cuestién de si existe o no un efecto de interaccién
entre el polimorfismo 5-HTTLPR del gen SERT, adversidad ambiental (AVEs) y
depresion [103, 114].

El primero de los trabajos fue desarrollado por Munafo y cols. en 2009[
103]. y se tratdé de una revision sistematica y un subsecuente metanalisis. Se
incluyeron 14 estudios en la revision, a pesar que existian 34 trabajos de
interaccion entre el gen SERT, AVEs y depresién publicados hasta ese momento.
La razon fue que éstos debian cumplir unos criterios de inclusion relativos al
modo de evaluacion de los AVEs (que debia ser comparable a la realizada por
Caspi y cols. [24].) y a que la variable dependiente fuera diagnostico de
depresion mayor.

Munafo y cols. identificaron en su revisidon sélo dos replicaciones positivas
[76, 79] y doce no replicaciones, a pesar que la mayoria de los estudios
catalogados como no replicaciones mostraban una interaccion GxE
estadisticamente significativa [45, 54, 124, 69, 72, 130, 140, 27]. Para Munafo y
cols., tales hallazgos eran metodolégicamente poco comparables a los de Caspi
y cols. y no constituian una verdadera replicacion, ya que se habian descrito en
submuestras (gemelos, mujeres, ancianos, etc) o diferian del trabajo original en
el modo como se evalud la adversidad ambiental, AVEs y maltrato, y la variable
dependiente (por ejemplo, de forma autoinformada en Surtees y cols. 2006 [128]
y de forma retrospectiva en Gillespie et al.,2005 [52]).

Debido a los estrictos criterios de inclusion, solo 5 de los 34 estudios
disponibles estudios fueron incluidos en el metanalisis de Munafo y su grupo [24,
45, 128, 79, 120] por ser éstos, a su juicio, los unicos comparables
metodoldgicamente al estudio original de Caspi y cols.

Finalmente, concluyeron que los hallazgos positivos de interaccion entre
el polimorfismo 5-HTTLPR del gen SERT, los AVEs y depresion eran
comparables a los que pudieran darse por puro azar [103].

El segundo de los metanalisis que explora la interaccion entre el gen
SERT y AVEs en depresion publicados hasta el momento, fue desarrollado por
Risch y cols., también en el afio 2009 [114]. Incluyeron en sus analisis aquellos
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estudios previos donde los AVEs se categorizaban de forma ordinal (0 AVE >
1AVE > 2 AVEs 2 3 AVEs ) y donde la variable dependiente era dicotomica
(presencia o ausencia de depresion mayor, utilizando los sistemas de
clasificacion DSM-IV y CIE-10, o mediante puntuaciones de corte en entrevistas
estandarizadas). Asi, de los 34 estudios publicados hasta ese momento, 14
cumplieron estos criterios de inclusidén en el metanalisis. De ellos, sélo 3 fueron
considerados como replicaciones del estudio original de Caspi y cols. [140, 27,
79] otros 3 se tomaron como replicaciones parciales [45, 54, 130] y 7 resultaron
ser no replicaciones [52, 128, 29, 31, 99, 110, 86].

Risch y cols. concluyeron que no existia evidencia suficiente de la
existencia de una interaccion entre el gen SERT, los AVEs y depresion [114].

Numerosas han sido las voces de investigadores que han respondido en
contra de estos metanalisis cuestionando la metodologia utilizada en ellos [117,
71,136, 83, 91, 122, 112, 113, 118, 132].

Asi, segun estos autores, los criterios de inclusion utilizados en ambos
metanalisis parecen ser demasiados restrictivos.

En primer lugar, en cuanto al
criterio basado en el modo en que
se evalud la variable dependiente
(como diagndstico de depresién
mayor en Munafo y cols. [103] y
como presencia O ausencia de
depresion en Risch y cols. [114]),
en ambos casos se excluyeron
aquellos estudios que habian s ss
explorado sintomatologia depresiva B NoAVEs H1AVE B2+ AVEs

. *Resultados ajustados por sexo, edad e HF
como una escala continua de Razén de Probabilidad para la Interaccién X2=8.1; p=0.01

sintomas depresivos. N =737
En segundo lugar, en el Figura 2. Interaccion genético-ambiental entre las

% individuos deprimidos

caso de Risch y cols [114] se experiencias de acontecimientos vitales estresantes y
el polimorfismo 5-HTTLPR del gen SERT en

incluyeron solo los trabajos en _ o _
depresion. Entre los individuos que han sufrido un

donde los AVEs se habian

Categorlzado de forma ordinal, de cativamente mayor proporcion de deprimidos con el
modo que quedaron descartados genotipo SIS que individuos con  otras
aquellos trabajos donde se habia combinaciones alélicas. Figura modificada de Cervilla
evaluado el efecto de riesgo de un Yy cols., 2007 [26].
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solo evento estresante. Por otra parte, en el trabajo de Munafo y cols. [103], el
criterio de inclusion fue aceptar aquellos trabajos donde los AVEs se
categorizaban en dos niveles: no expuesto (no tener ningun AVEs) o expuesto
(haber sufrido uno o mas AVEs).

Sin embargo, en el trabajo original de Caspi y cols. [24] no se encontro
ningun efecto del gen SERT sobre el riesgo para depresién conferido por la
presencia de un solo AVE. Es decir, todas las combinaciones alélicas posibles
(S/S, S/L y L/L) tuvieron la misma probabilidad de padecer depresion debida al
efecto de riesgo de un solo acontecimiento estresante. Fue a partir de dos o mas
AVEs cuando se observaron diferencias estadisticamente significativas (Ver
figura 1) entre los individuos portadores de diferentes genotipos [24]. Por tanto,
agrupar a los individuos que presentan distinto numero de AVEs en un unico
grupo de expuestos a adversidad ambiental, compromete el poder para detectar
la posible interaccion entre el polimorfismo 5-HTTLPR, AVEs y depresion en un
metanalisis [71].

En tercer lugar, los estrictos criterios de seleccion de estudios previos
utilizados en ambos metanalisis, parecen sesgar la muestra hacia una mayor
presencia de trabajos que no han encontrado interaccién genético-ambiental. En
opinion de algunos investigadores, ésta no representaria una buena sintesis de
la literatura actual en cuanto a la interaccion gen SERT y AVEs en depresién
[71, 132] ya que se tiende a la sobreexpresion de estudios negativos. Asi, por
ejemplo, Risch y cols. [114] incluyeron 7 de 9 estudios de no replicacion, frente a
6 de 17 de los de replicacion de los hallazgos originales. Munafo y cols. [103]
incluyeron 3 de 4 estudios negativos y 2 de 10 de los positivos.

Finalmente, la mayor parte de estudios incluidos en estos metanalisis,
usaron un modo autoinformado de evaluar las experiencias de AVEs, mientras
que aquellos estudios que usaron medidas mas objetivas para evaluar la
adversidad ambiental, tales como las entrevistas estructuradas, fueron
mayoritariamente descartados.

El modo en que se evalua la adversidad ambiental es importante, porque
es fuente de heterogeneidad metodologica en los trabajos existentes sobre
interaccion gen-ambiente y porque repercute directamente en los resultados de
tales investigaciones, siendo preferible el uso de entrevistas estructuradas a los
cuestionarios autoinformados [101, 98]. Asi, Uher&McGuffin, 2010 [132]
demostraron, por primera vez, que la mayoria de los trabajos en los que se
usaron entrevistas estructuradas y objetivas para evaluar las experiencias de
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AVEs, resultaron en replicaciones parciales o totales de los hallazgos de Caspi y
cols., [24] vy, por el contrario, las no replicaciones, se encontraban,
predominantemente, entre los estudios que usaron cuestionarios autoinformados
[132].

Probablemente la evaluacion autoinformada no sea del todo adecuada
para evaluar, de manera fiable, la presencia de acontecimientos estresantes de
diferente magnitud que ocurrieron en el pasado, ya que, segun las
circunstancias, e incluso, el estado de animo del paciente en el momento de la
entrevista, éste podria enfatizar acontecimientos adversos en circunstancias mas
tribales y, sin embargo, no dar demasiada importancia a eventos severos que
pudieron ser claves en el origen de la depresién. Ademas, el individuo puede
tener sesgos de memoria y no recordar de forma fiable estos eventos que
ocurrieron hace cierto tiempo [132].

Precisamente, el método de evaluacién de las variables ambientales
emerge como una cuestion importante en un ultimo metanalisis, recientemente
publicado [70] y que se ha desarrollado con el objetivo de aclarar, de una vez
por todas, la controversia generada en cuanto a la existencia o no de un efecto
modulador por parte del polimorfismo 5-HTTLPR del ambiente en la aparicién
del trastorno depresivo.

En este trabajo, Karg y cols. [70], conscientes de la dificultad que implica
aunar todos los estudios publicados hasta el momento que abordan la posible
existencia de una relacién entre el polimorfismo 5-HTTLPR, el estrés y la
depresion, debido a sus diferencias metodolégicas, han usado una aproximacion
estadistica ampliamente utilizada y validada en estudios de bioestadistica y
gendmica, denominada Liptak-Stouffer z score, que permite combinar los
distintos valores de significacion estadistica (p-value) derivados de los diferentes
estudios teniendo, ademas, en cuenta el tamafno muestral utilizado en cada
trabajo [62].

En la Figura 3, tomada de Karg y cols., [70] los autores resumen los
hallazgos publicados hasta ahora, e incluidos en su metanalisis, desde los
estudios de interaccion entre el polimorfismo 5-HTTLPR, el estrés ambiental y
depresioén. Asi, cada uno de los p-values derivado de cada estudio se representa
mediante un cuadrado, cuyo tamafio depende del tamafio muestral empleado en
el trabajo en cuestion, y se situa en el eje de ordenadas dependiendo de su
valor. Los menores valores en este eje corresponden a una mayor evidencia de
modulacién del efecto de riesgo del ambiente por parte del alelo S del
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polimorfismo 5-HTTLPR.

De la Figura 3. se desprende que son mucho mas numerosos los estudios
a favor de la existencia de una vulnerabilidad al estrés en depresién modulada
por la variabilidad contenida en el polimorfismo 5-HTTLPR del gen SERT, que los
gue no encuentran este efecto de interaccién genético ambiental.

Asi, el metanalisis de Karg y cols. [70], encuentra fuertes evidencias a
favor de que el polimorfismo 5-HTTLPR del gen SERT modula la relacion
existente entre el estrés ambiental y depresion, con el alelo S asociado a niveles
incrementados de depresion por el efecto del estrés ambiental, tanto en el
analisis global de todos los estudios publicados hasta ese momento, como tras
un andlisis estratificado por tipo de estresor ambiental (acontecimientos vitales
estresantes, salud fisica y maltrato).

La evidencia mas fuerte de interaccion entre el polimorfismo 5-HTTLPR y
el ambiente en depresion se producia en el caso de las experiencias de maltrato
en la infancia (p-value=0.00007) y no tanto con los AVEs (p-value=0.03). Quiza
esto sea debido a la variabilidad metodologica existente en los estudios previos
en el modo en que se evaluan los eventos estresantes.

Tras llevar a cabo un analisis estratificado por la metodologia empleada
en la evaluacion del estrés ambiental, los resultados de Karg vy cols. [70]
mostraron una evidencia robusta de la existencia de una interaccion entre el
polimorfismo 5-HTTLPR y el ambiente en depresion cuando éste se evaluaba
mediante entrevistas estructuradas y validadas (p-value=0.0002), y no tan fuerte
en el caso de los estudios que exploraban la adversidad ambiental de forma
autoinformada (p-value=0.042)[70].

Estos hallazgos ponen de manifiesto la importancia de desarrollar
estudios metodolégicamente mas minuciosos, con una objetiva evaluacién de la
adversidad ambiental.

Por ultimo, quiza sea cierto que, tal y como se menciona en los trabajos
de Risch y cols. [114] y Munafo y cols. [103], respecto al disefio experimental, a
dia de hoy, no existen demasiados estudios que aborden la interaccion 5-
HTTLPR y AVEs en depresion con un disefo longitudinal de seguimiento de una
cohorte de individuos comparable al de Caspi y cols., [24, 52, 76, 69, 124, 140,
27, 29, 31, 34, 79, 139, 110, 40, 7, 86, 80, 35, 58, 84, 48] y, de ellos, aun menor
es el numero de estudios realizados sobre muestras representativas de la
poblacion general [24].

En este sentido, nuestro grupo ha desarrollado recientemente un trabajo
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de Karg y cols.,, 2009 [70]. Cada p-value se

representa mediante un cuadrado, cuyo tamafio
depende del tamafio muestral empleado en el

trabajo en cuestion, y se sitla en el eje de

ordenadas segun su valor. Los menores valores en
este eje corresponden a una mayor evidencia de
modulacién del efecto de riesgo del ambiente por

parte del alelo S del polimorfismo 5-HTTLPR.

sobre una muestra representativa de
la poblacion general, seguida
longitudinalmente, cuyos resultados,
aun en preparacion, apuntan hacia
la existencia de una interaccion gen-
gen-ambiente en depresion. Asi, a la
vista de nuestros resultados, el
riesgo para depresion durante el
periodo de evaluacion de 1 afo y
conferido por la exposicion a AVEs,
por un lado, o a experiencias de
abuso sexual en la infancia, por otro,
es modificado por la carga genética
individual para los polimorfismos 5-
HTTLPR del gen SERT y uMAOA
del gen MAOA) [55].

Quiza los estudios con un disefio
longitudinal, sean la clave, ya que
los estudios longitudinales
proporcionan un mayor poder
estadistico que los transversales y

posibilitan determinar la direccion de la causalidad, permitiendo relacionar la
presencia del factor de riesgo con casos incidentes de la variable resultado que
se esté considerando, en nuestro caso, la depresion.

Ademas, se hace necesario desarrollar estudios metodolégicamente mas
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minuciosos, con una exhaustiva evaluacion tanto de la adversidad ambiental
como del fenotipo depresivo, de manera objetiva y mediante entrevistas
estructuradas y validadas, ya que la heterogeneidad metodolégica de los
trabajos previos sobre interaccion SERT y ambiente en depresion esta
directamente relacionada con la inconsistencia de hallazgos derivados de tales
trabajos [132, 136, ].

5.2 Interaccion entre otros genes y ambiente en Depresion

Dada las evidencias existentes a favor de la existencia de una interaccién
entre el gen SERT y el ambiente en depresion, los investigadores han decidido
explorar si otros genes podrian estar ejerciendo el mismo papel modulador del
efecto del ambiente sobre el fenotipo final de enfermedad.

Otras proteinas, que han sido implicadas en los mecanismos
fisiopatolégicos de la depresion, por su papel fundamental en la
neurotransmision serotoninergica (receptores de serotonina de tipo 1A, 2A o 2C,
la enzima tirosina hidroxilasa), la neurotransmisién dopaminérgica (como el
transportador de dopamina, DAT1) o proteinas importantes en la funcionalidad
del eje HPA (como el recepto tipo 1 de CRH (CRHR1), receptores de
glucocorticoides (GRs), genes reguladores como FKBP5 o factores neurotréficos
(como BDNF), estan sirviendo de fuente de eleccion de genes en los que testar
la posible existencia de relaciones de interaccién con factores ambientales de
riesgo en depresion.

Sin embargo, los trabajos publicados hasta el momento que exploran la
posible existencia de una interaccion genético-ambiental en depresion para otros
genes distintos al gen SERT no son aun demasiado numerosos.

5.2.1 Interaccion entre otros genes serotoninérgicos y ambiente en depresion

Las primeras investigaciones fueron desarrolladas sobre el polimorfismo
uMAOA del gen MAOA.

Este gen es clave en depresion, ya que codifica un enzima, denominada
monoamino-oxidasa A, que cataliza la degradacion de monoaminas.

El gen MAOA, se encuentra en el cromosoma X y presenta, en su zona
promotora, un polimorfismo funcional de tipo VNTR, denominado uMAOA, de
gran interés, ya que ha sido relacionado con diferencias en la actividad del
enzima MAOA [119]. Su posible implicacion en la etiologia de la depresion viene
motivada porque aquellos alelos de este polimorfismo que determinan una alta
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actividad enzimatica, darian lugar a una mayor tasa de degradacion de
monoaminas, provocando una reduccion de los niveles monoaminérgicos en el
espacio intersinaptico, lo cual se ha asociado con depresion [144].

A pesar de las evidencias a favor de la existencia de una interaccion
genético-ambiental entre el polimorfismo uMAOA del gen MAOA vy las
experiencias de maltrato en la infancia en trastornos psiquiatricos tales como la
personalidad antisocial [23, 78, 129], a dia de hoy, pocos estudios han
explorado, y los que lo han hecho ha sido de forma muy sutil, el posible papel
modulador de este gen sobre el efecto de riesgo de la adversidad ambiental en
depresion.

Eley y cols., 2004 [45], en un trabajo realizado sobre una muestra de
adolescentes, no encontro relaciéon alguna entre el genotipo para el polimorfismo
uMAOA, AVEs y depresion. Sin embargo, afios mas tarde, Cicchetti y cols., 2007
[32], también en una muestra de adolescentes, describié la existencia de una
interaccidon entre los genotipos de baja actividad del enzima MAOA, maltrato y
depresion. Ademas, describe una triple interaccion entre el genotipo S/S del gen
del transportador de serotonina, el genotipo de baja actividad del enzima MAOA,
abuso sexual y depresion.

Algunos trabajos han explorado, aunque de forma muy timida, la
existencia de una posible interaccion gen-ambiente en depresién con otros
genes clave en la neurotransmisidén serononinérgica, tales como los genes de
receptores de serotonina de tipo 2A, 2C y 1A o el gen del enzima tirosina
hidroxilasa (TPH).

Aunque la mayoria de trabajos han fallado en encontrar evidencias de la
existencia de interacciones genético-ambientales para estos otros genes en
depresion [45, 30], se han producido algunos hallazgos positivos, especialmente
para los genes gen HTR1Ay TPH2.

Asi, Zhang y cols. [145] describieron, en una muestra de jovenes
asiaticos, que el genotipo G/G del polimorfismo rs6295 del gen para el receptor
serotoninérgico HTR1A parece tener un efecto modulador de la interaccion
existente entre el genotipo L/L-5HTTLPR del gen SERT, AVEs y deficiente poyo
social en la aparicién de sintomatologia depresiva [145]. Ademas, recientemente
se ha apuntado al polimorfismo G-703-T del gen del enzima tiroxina hidroxilasa
tipo 2 (TPH2) como modulador del efecto de riesgo para desencadenamiento de
problemas afectivos producidos por una desestructuracion familiar [106].

Mas investigaciones son necesarias para explorar el posible papel
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modulador del efecto ambiental por parte de estos y otros genes clave en la
neurotransmision serononinérgica.

5.2.2 Interaccion entre genes dopaminérgicos y ambiente en depresion

La neurotransmision dopaminérgica esta relacionada con los procesos de
motivacion, atencion y placer, los cuales se encuentran alterados en los
pacientes deprimidos.

Los trabajos previos de interaccion genético-ambiental en genes
dopaminérgicos se han centrado mas bien en explorar si estos genes modulan el
efecto perjudicial del ambiente en el desarrollo de personalidades tendentes a la
busqueda de novedad que en el trastorno depresivo [74].

Solo un trabajo, realizado sobre una muestra de hombres jovenes,
describio un efecto de interaccion entre el polimorfismo rs40184 del gen del
transportador de dopamina (DAT1) y el rechazo maternal en depresion, de modo
que el rechazo maternal incrementaba el riesgo de desarrollar depresiéon mas en
el grupo de jovenes con el genotipo T/T para el polimorfismo rs40184 de este
gen que en los que portaban otros genotipos [57].

De nuevo, futuras investigaciones, centradas en explorar la posible
interaccion entre genes dopaminérgicos y el ambiente son necesarias.

5.2.3 Interaccion entre genes del eje HPA y ambiente en depresion

Como ya se ha comentado con anterioridad el eje hipotalamo-hipéfiso-
adrenal (HHA) es un sistema neuroendocrino involucrado en la coordinacién de
la respuesta neural, hormonal y comportamental al estrés, cuya disfuncion ha
sido ampliamente asociada a la etiologia de la depresion.

Dada la implicaciéon del eje HHA en la etiologia de la depresién, los
investigadores interesados en explorar la existencia de interacciones genético-
ambientales en el trastorno depresivo estan comenzando a desarrollar estudios
centrados en los genes que codifican proteinas con un papel regulador de la
funcién de este eje.

Uno de estos genes es el gen del receptor de tipo 1 de la hormona
liberadora de corticotropina (gen CRHR1). En 2008, Bradley y cols. describieron
un efecto protector para depresion del haplotipo T-A-T (rs7209436-rs110402-
rs242924) para individuos expuestos a maltrato en la infancia, de modo que
entre los individuos que habian sufrido experiencias de maltrato, aquellos con el
haplotipo T-A-T tenian menor riesgo de padecer depresion en comparacién con
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los que portaban otras combinaciones haplotipicas [12]. Otros trabajos
posteriores han replicado estos hallazgos, aunque solo en una muestra de
mujeres [109], sugiriendo que tal interaccion genético-ambiental podria ser
dependiente del sexo, aunque diferencias metodolégicas en cuanto a como se
evaluo la variable ambiental podrian estar detras de parcialidad en la replicacion.

Por otro lado, esta interaccion entre el gen CRHR1 y maltrato en
depresidn parece, ademas, estar mediada también por el alelo S del
polimorfismo 5-HTTLPR del gen SERT [111], evidenciando la conexion existente
entre el sistema serotoninégico y el eje HHA [46]. Por dltimo, otras
investigaciones han descrito la existencia de una interaccion entre los
polimorfismos rs110902 y rs242924 del gen CRHR1 y maltrato en la infancia en
la respuesta al estrés (evaluada mediante medicion de los niveles plasmaticos
de cortisol) [131, 63].

La modulacion de la respuesta al estrés esta mediada por un circuito de
feed-back en el que juegan un importante papel los recetores de glucocorticoides
(GRs). La desregulacion en el eje HHA ampliamente descrita en individuos
deprimidos parece estar mediada por una sensibilidad alterada de estos
receptores, por lo que los genes que codifican estas proteinas receptoras de
glucocorticoides han surgido como posibles candidatos para testar relaciones de
interaccidn gen-ambiente en depresion.

Asi, Bet et al., 2009 describieron recientemente un efecto modulador por
parte de los polimorfismos 22/23EK y 9beta del gen NR3C1 (gen del receptor de
glucocorticoide de la subfamilia 3, grupo C, miembro 1) del riesgo para padecer
depresion conferido por la adversidad ambiental en la infancia [18], aunque lo
cierto es que éste constituye el unico trabajo publicado, a dia de hoy, que explora
una posible interaccion de estos genes con la adversidad ambiental en
depresion.

5.2.4 Interaccion entre genes neurotroficos y ambiente en depresion

Quiza uno de los genes que empiezan a ser mas activamente explorados
desde los estudios de interaccion genético-ambiental en depresion es el gen
BDNF, que codifica una proteina (factor neurotrofico derivado del cerebro) con un
importante papel en la plasticidad neuronal.

Este gen ha sido relacionado con la patofisiologia de la depresion y con la
respuesta al estrés, ya que ambos conllevan una atrofia neuronal en la amigdala,
la corteza prefrontal y el hipocampo que parece estar mediada por descensos en
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esta proteina BDNF [43].

El gen BDNF contiene un polimorfismo (Val66Met) de tipo funcional que
provoca un cambio aminoacidico de Valina a Metionina en la posicién 66 de la
proteina, y que parece tener consecuencias en su actividad neurotrofica [44].

Algunos investigadores han descrito un efecto modulador del riesgo para
depresion conferido por las experiencias de maltrato en la infancia provocado por
el genotipo para el polimorfismo Val66Met. Asi, Kauffman y cols. [72], en 2006,
encontraron, en una muestra de nifos, que el genotipo para el polimorfismo
Val66Met del gen BDNF modulaba la interaccion entre existente entre el
polimorfismo 5-HTTLPR del gen SERT y las experiencias de maltrato en
depresion. Entre los nifios que habian sufrido experiencias de maltrato, aquellos
con los genotipos SS y Met/* eran los que tenian mayores riesgos para padecer
depresion. En este trabajo ademas se describié una cuadruple interaccién entre
el genotipo SERT-S/S, BDNF-Met/*, historia de maltrato, soporte social y riesgo
para depresion.

Estudios posteriores han replicado los hallazgos de interaccién del gen
BDNF con maltrato y depresion en una muestra de mujeres gemelas adultas con
historia previa de maltrato en la infancia [139, 1].

Por ultimo, otros trabajos asocian las experiencias de acontecimientos
vitales estresantes (AVEs) con el genotipo para los polimorfismos 5SHTTLPR del
gen SERT y Val66Met el gen BDNF y riesgo para depresion en una muestra de
ancianos [79].

Asi, pues, se hace necesario el desarrollo de nuevos estudios de
interaccidn genético-ambiental en depresion para clarificar el posible papel que
este y otros genes pudieran tener en el origen de la enfermedad.

5.3 Interaccion genético ambiental en Depresion. Evidencias
desde otros campos de investigacion.

Existen estudios realizados desde otros campos de investigacion que han
explorado la existencia de una relacion de interaccion genético-ambiental en
depresion.

Una aproximacion puramente estadistica, mediante metanalisis que
pretenden testar si se ha replicado o no un unico estudio observacional realizado
sobre humanos, el de Caspi y cols., [24] quizd no sea del todo suficiente para
aunar las evidencias a favor o en contra de la existencia de una interaccion gen-
ambiente en depresion.
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Asi, una perspectiva mas integradora, que incluyera trabajos publicados
desde diferentes campos de investigacion (a nivel celular, sobre roedores o
primates), con diferentes metodologias (neuroimagen, neurociencia
experimental) y disefios experimentales, seria mas adecuada para validar la
existencia de una interaccién gen-ambiente en depresion.

En este sentido, el estudio de Hariri y cols de 2002 [61], ya mencionado
anteriormente, en el que, frente a estimulos de miedo, se describia una actividad
amigdalar modulada por el genotipo para el gen SERT, no es el unico trabajo de
neuroimagen funcional a favor de la existencia de una relacion entre el genotipo
para el polimorfismo 5-HTTLPR y mecanismos asociados a estrés. Estos
hallazgos se han replicado en muestras independientes, tanto en individuos
sanos como en pacientes psiquiatricos [70, 64, 17, 22, 60, 20, 36, 41, 65, 37,
125]. Recientemente, se ha descrito, ademas, una mas rapida activacion
amigdalar frente a estimulos de miedo en los individuos con el genotipo SS [49].

Por otro lado, desde los estudios realizados sobre primates, se ha
asociado el alelo S a mayores niveles de desesperanza [127] y mayor activacion
del eje HPA [11] en animales sometidos a separacion social. Al separar a las
crias de primates de sus madres y criarlas con otras crias, lo cual constituye un
modelo de estrés temprano en animales, se constaté la existencia de una
modulacién por parte del polimorfismo 5-HTTLPR del efecto adverso de la
separacion, de modo que los animales con el alelo S demostraban mayor
ansiedad, agitacion y una respuesta exagerada del eje HPA en comparacién con
los primates con genotipo L/L, y este efecto perduraba durante toda la vida, tal y
como ocurre en humanos [127, 11].

Por ultimo, los estudios desarrollados sobre ratones y ratas knock-out
para el gen 5HTT, muestran comportamientos mas ansiosos, mecanismos de
extincion del miedo disminuidos y respuestas exageradas al estrés en
comparacion con los animales de genotipo salvaje [67].

Asi pues, desde esta aproximacion integradora, los hallazgos aportados
desde las investigaciones realizadas hasta el momento, con diferentes disefios
experimentales en distintas especies, parecen ir mas en la linea de la existencia
de una interaccidbn genético-ambiental en depresion, aunque mas
investigaciones son necesarias.
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6 Conclusion

El hecho observable de que existen unos individuos mas susceptibles que
otros al efecto ambiental, ha sido la razon por la que los investigadores han
explorado las posibles relaciones de interaccidbn entre la carga genética
individual y el ambiente en multitud de trastornos de etiologia compleja, aunque
con resultados no del todo concluyentes.

En el caso de la depresion, mas investigaciones son necesarias para
explorar el posible papel modulador por parte de los genes del efecto ambiental
de riesgo para la enfermedad, mediante estudios metodolégicamente mas
minuciosos, de disefio longitudinal, con una objetiva evaluacion tanto de la
adversidad ambiental como del fenotipo depresivo, de manera objetiva y
mediante entrevistas estructuradas y validadas. Ademas, es importante tomar en
consideracion las evidencias existentes desde otros campos de investigacion
que han explorado la existencia de una relacidn de interaccion genético-
ambiental en depresion (a nivel celular, sobre roedores o primates), con
diferentes metodologias (neuroimagen, neurociencia experimental) y disefios
experimentales.

Asi, con una vision integradora, los hallazgos aportados desde las
investigaciones realizadas hasta el momento, con diferentes disefios
experimentales en distintas especies, parecen ir mas en la linea de la existencia
de una interaccidbn genético-ambiental en depresion, aunque mas
investigaciones son necesarias.
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