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El estudioso es el que lleva a los demds
a lo que él ha comprendido

Santo Tomas de Aquino (1224-1274)

Como ya viene siendo tradicion desde que se puso en marcha
esta iniciativa, el Instituto de Neurociencias “Federico Oloriz” de Gra-
nada publica un nuevo libro dentro de la serie “Encuentros en Neuro-
ciencias”. Esta coleccion, que se ha vinculado desde el principio a las
Jornadas Cientificas que el Instituto de Neurociencias celebra bianual-
mente desde el afio 2010, pretende dar visibilidad a las principales
lineas de investigacion de nuestro Instituto, nutriéndose para ello, y
edicion tras edicion, de los trabajos presentados en dichas Jornadas.

En esta ocasion, sin embargo, el sexto libro de la serie sale a la luz
en circunstancias muy excepcionales. Debid haberse publicado tras la
IX edicion de las Jornadas Cientificas del Instituto, programadas para
mediados de marzo de 2020, coincidiendo con la celebracion de la
Semana del Cerebro. Esas Jornadas no llegaron a celebrarse. Se sus-
pendieron dias antes de su inicio debido a la expansion clara e inevi-
table de una pandemia que empezaba a causar estragos en Europa.
En esos momentos nadie imaginaba todo lo que vendria después ni
cdmo nuestras vidas iban a cambiar para siempre.

Es bien sabido que los momentos de crisis pueden ser también
momentos de oportunidades y ésta esta siendo, sin duda, una opor-
tunidad de aprender el valor de lo importante, de reconectarnos con
los demas, de cuidarnos los unos a los otros mas y mejor, de reinven-
tarnos en multitud de facetas personales y profesionales. Es también
una oportunidad para que el gran publico sea consciente no sélo de
la inmensa labor que realizan nuestros profesionales sanitarios sino
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también nuestros cientificos, quienes en una carrera contra-reloj y sin
precedentes estan consiguiendo hitos inimaginables hasta hace muy
poco. La ciencia es, sin duda, una de las protagonistas de esta crisis.
Gracias a ella estamos asistiendo a avances terapéuticos y preventivos
espectaculares en tiempo récord y gracias también a la ciencia tene-
mos la certeza de que saldremos de esta crisis y ganaremos la batalla
ala COVID-19.

Este libro compila una serie de trabajos de investigacion que iban
a ser presentados y defendidos por nuestros jovenes investigadores
en esas Jornadas que no llegaron nunca a celebrarse. Ellos representan
a toda una nueva generacion de cientificos que vienen pisando fuerte
y a los que, a pesar de las dificultades, animamos a que no pierdan
nunca la pasion por su trabajo y a que sigan formandose y luchando
por contribuir al avance del conocimiento cientifico. Ellos son nues-
tro futuro y a todos ellos va dedicado este libro.

BLANCA GUTIERREZ MARTINEZ
Directora del Instituto de Neurociencias “Federico Oloriz”
Universidad de Granada









Capitulo 1

Consecuencias epigenéticas de la exposicion al alcohol
durante el desarrollo: papel de los microARNs

VAZQUEZ-AGREDOS, A., GALLO, M.

RESUMEN

El consumo de alcohol esta ampliamente extendido en la socie-
dad, siendo la droga mas consumida en todo el mundo. A pesar de
ser una droga socialmente aceptada, tiene graves consecuencias so-
bre la salud. Se ha comprobado que el alcohol interfiere en meca-
nismos epigenéticos tales como la metilacion y acetilacion del ADN
y las histonas, adquiriendo cada vez mas interés los pequefios ARNs
no codificantes, conocidos como microARNs (miARNs) que regulan
la expresion de una gran variedad de genes asociados al desarrollo y
funcionamiento del cerebro. El alcohol puede alterar los patrones de
expresion de estos miARNs provocando modificaciones permanentes
en la expresion génica. Ya que muchos de estos miARNs estan impli-
cados en funciones de desarrollo cerebral tales como proliferacion y
diferenciacion neuronal, formacion de sinapsis, plasticidad sinaptica 'y
apoptosis, es de especial interés comprobar los efectos del alcohol en
el desarrollo del sistema nervioso. En este capitulo se revisa la investi-
gacion relacionada con los cambios en los patrones de expresion de
miARNs provocados por la exposicion prenatal al alcohol y el consu-
mo de alcohol durante la adolescencia.

INTRODUCCION

El alcohol es la droga mas consumida en el mundo. La OMS estima
que en 2016 se consumieron 6,4 litros de alcohol puro per capita en
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todo el mundo. Ademas, cada afio se producen 3 millones de muertes
relacionadas con su consumo, representando un 5,3% de las defuncio-
nes en todo el mundo (1). En Espaia el alcohol es también la droga mas
consumida con una tasa de consumo diario de un 7,4% de la pobla-
cion2. Junto con el tabaco es la droga con un inicio en el consumo mas
temprano, situandose a los 14 afios de media (2). En concreto, entre
los jovenes de 14 a 18 afios, el 78% reconoce haber consumido bebidas
alcohdlicas en alguna ocasion en su vida y 6 de cada 10 afirma haber
consumido alcohol en los Gltimos 30 dias (3). Por otro lado, aproxima-
damente el 30% de las madres consumen alcohol en algiin momento
del embarazo (4) lo que puede desembocar en el Sindrome Alcohdlico
Fetal (SAF) o Trastornos del Espectro Alcohélico Fetal (TEAF) caracteri-
zado por defectos de desarrollo y crecimiento del cerebro, craneofacia-
les, cardiovasculares y esqueléticos y del comportamiento (5).

Si bien es evidente que el consumo de alcohol es una practica
habitual y socialmente aceptada, este consumo puede tener conse-
cuencias graves en la salud de las personas. Al consumo de alcohol,
se le atribuye la causalidad de mas de 200 enfermedades. El efecto del
alcohol sobre el funcionamiento normal de muchos 6rganos de nues-
tro cuerpo parece estar mediado en parte por la interferencia con
mecanismos epigenéticos fundamentales para el desarrollo y funcio-
namiento normal del organismo y en especial del cerebro.

Por una parte, el alcohol modifica la actividad del ADN sin alterar
su secuencia mediante una variedad de procesos que incluyen me-
tilacion y acetilacion entre otros. Se ha comprobado que el alcohol
provoca cambios en la metilacion del ADN y las histonas en el sistema
nervioso desde las primeras fases de desarrollo hasta la adolescencia
y adultez (6). Efectivamente, el alcohol impide la metilacion normal
del ADN de las células progenitoras neurales afectando a la migra-
cion y diferenciacion de éstas (7). La exposicion repetida al alcohol
en la adolescencia inhibe la actividad de la histona deacetilasa global
(HDAC) y de la ADN metiltransferasa en la amigdala y en el nucleo de
la base de la estria terminal (8). Por otro lado, en la adultez el alcohol
también produce la inhibicion de la HDAC, aumenta la acetilacion de
las histonas y aumenta la expresion de genes como Bdnfy Npy (9).

Por otra parte, otro de los mecanismos epigenéticos que regula la
expresion génica en el cerebro depende de los microARNs (miARNSs).
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Los miARNs son pequeiios ARN no codificantes, de 21 a 33 nucleoti-
dos, que se unen a regiones no traducidas (UTRs) en los ARNm pu-
diendo regular la traduccion y transcripcion de casi dos tercios de to-
dos los genes, considerandose, por lo tanto, los principales reguladores
de la expresion génica (10). Se ha relacionado la participacion de los
miARNSs con funciones clave para el desarrollo neuronal tales como la
diferenciacion celular, la apoptosis, y la plasticidad sinaptica (11-14) y
su alteracion con diversas afecciones neuroldgicas y psiquiatricas entre
ellas el consumo de alcohol y otras drogas (15) Se han encontrado que
la exposicion a alcohol prenatal parece alterar la expresion de diferentes
miARNs en el cerebro en desarrollo (16). Especificamente, el alcohol
altera los patrones de miARNs cuando se consume el alcohol en la ado-
lescencia pudiendo persistir en la adultez (17), e incluso, se plantean
como posibles biomarcadores de alcoholismo (18).

En este capitulo se pretende hacer una revision de los cambios
epigenéticos en miARNs que produce el consumo de alcohol en el
cerebro en desarrollo, desde la exposicion prenatal hasta el efecto de
su consumo durante la adolescencia.

EXPOSICION PRENATAL AL ALCOHOL Y MICROARN

El alcohol es un agente tdxico y teratogénico que puede provocar
diferentes déficits de crecimiento y anomalias fisicas si se expone al feto
durante el embarazo. Sin embargo, el consumo de alcohol durante el
embarazo es bastante comun. En Espaiia se da especialmente el primer
trimestre de embarazo cuando un 40,7% de las encuestadas afirman
haber consumido alcohol; este porcentaje baja hasta el 23,1% en el se-
gundo trimestre y 17,1% en el tercer trimestre (4). El consumo de alco-
hol, sobre todo en el primer trimestre, puede deberse a embarazos no
planificados donde la madre aun no conoce que se encuentra embara-
zada. La exposicion prenatal al alcohol puede afectar al desarrollo fisico,
cognitivo y comportamental del nifio desarrollando SAF (19) o TEAF
(5). Entre las caracteristicas de esta afectacion destaca la reduccion en el
tamafo y anomalias en la forma del cerebro, especificamente en estruc-
turas como el cerebelo, los ganglios basales y el cuerpo calloso, ademas
de una amplia gama de déficits neuropsicologicos que afectan al fun-
cionamiento visoespacial, el aprendizaje verbal y no verbal, la atencion
y las funciones ejecutivas (5).
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Desde 2007 se han relacionado los miARNs con los efectos terato-
génicos de la exposicion prenatal al alcohol. Sathyan, Golden y Miranda
(15) fueron los primeros en identificar que el alcohol tenia un efecto so-
bre el patron de expresion de diferentes miARNSs. Identificaron cuatro
miARNs, miR-9, miR-21, miR-153 y miR-335, en las neuronas corticales
de embriones de ratdn cuya expresion resultaba inhibida tras la exposi-
cion prenatal al alcohol (15). Ademas, encontraron que estos miARNs
alterados estaban relacionados con el desarrollo del sistema nervioso: la
inhibicion de miR-21, por si solo, resultaba en apoptosis de las células
progenitoras neurales, mientras que la inhibiciéon de miR-335 resultaba
en proliferacion; de esta forma la supresion de ambos explicaba la re-
sistencia a la apoptosis que descrita en las células progenitoras neurales
expuestas al alcohol (15). Por primera vez, se demostré que los miARNSs
podian estar implicados en los efectos de la exposicion prenatal al alco-
hol, por lo que desde entonces se ha ampliado el conocimiento sobre el
papel de los miARNs en el TAEF.

En la actualidad, se han desarrollado muchas investigaciones con
diferentes modelos para intentar esclarecer el papel de los miARNs en
la exposicion prenatal al alcohol. En embriones de pez cebra se encon-
tré que la exposicion a 1y 1,5% de alcohol incrementa la expresiéon
de siete miARNs: miR-153a, miR-725, miR-30d, let-7k, miR-100, miR-
738 y miR-732 (20). En este caso, la expresion de miR-153 aumenta y,
por lo tanto, encuentran una mayor apoptosis, al contrario que en el
estudio de Sathyan et al,, (15). Estos resultados concuerdan con otros
estudios que relacionan las alteraciones de miR-153 con la apoptosis
(21,22). En ratones, la exposicion prenatal a alcohol produce modifi-
caciones de los niveles de expresion de miARNs en el cerebro especi-
ficos para cada trimestre de embarazo y estos cambios persisten en la
adultez (23). Los miARNSs alterados durante la exposicion prenatal se
dirigen a genes relacionados con el desarrollo de TEAF. Asi, Pten (ob-
jetivo de mir-369-5p, mir-25 y mir-495) regula procesos de desarrollo
neuronal, formacion de sinapsis y plasticidad sinaptica (24), Nmant1
(objetivo de mir-1224, mir-431 y mir-743a) protege contra la dege-
neracion axonal (25), Slirk2 (objetivo de mir-17 y mir-200a) tiene un
efecto inhibitorio sobre el crecimiento de las neuronas (26) y Otx2
(objetivo de mir-152) relacionado con los cambios permanentes en
el TEAF (27). Otros autores también encontraron que la exposicion
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prenatal al alcohol causa alteraciones en la expresion de miARNs en el
cerebro y que éstas se mantienen en la adultez (28). En concreto, se ha
descrito la alteracion de la expresion de 20 miARNs de los cuales 6 es-
tan implicados en los efectos a largo plazo encontrados en la adultez:
miR-146b, miR- 208b, miR-302c, miR-335, miR-449 y miR-455 (28).

Ademas, los miARNs pueden estar localizados en pequefas ve-
siculas extracelulares unidas a la membrana de la célula. Tseng et al,,
(29) analizaron estas vesiculas de células progenitoras neurales ex-
puestas a alcohol. Encontraron diferencias en los niveles de expresién
de 53 miARNs entre las vesiculas de aquellas expuestas al alcohol y las
controles siendo, miR-140-3p el mas significativamente sobreexpresa-
do (29). Esta sobreexpresion puede aumentar la proliferacion normal
de células progenitoras neurales, desencadenando una maduracién
astrocitica anormal que se ha asociado a la exposicion prenatal al al-
cohol (30) y en la aparicion de deformidades en la materia blanca
caracteristicas del TEAF (31).

Uno de los problemas del TEAF es que normalmente no se diag-
nostica o se diagnostica tarde si no se tiene conocimiento de que la
madre haya consumido alcohol durante el embarazo. Existen varios
estudios que han descrito patrones alterados de miARNs en plasma de
hembras y mujeres embarazadas. Estos hallazgos podrian servir para
identificar biomarcadores del consumo de alcohol en el embarazo y
de posibles alteraciones en el feto debido a la exposicion prenatal al
alcohol. Balaraman et al,, (32) con un modelo de “binge drinking” en
ovejas embarazadas, encontraron diferencias en el patron de miARNs
en plasma, tanto en las madres como en su descendencia expuestas
al alcohol. Observaron que la expresion de miR-9, miR-15b, miR-19b,
y miR-20a aumentaban en las madres mientras que disminuian en los
corderos expuestos al alcohol y ambos patrones eran diferentes de las
hembras embarazas y corderos no expuestos al alcohol32. En 2016,
los mismos autores identificaron 11 miARNs (miR-222-5p, miR-187-
5p, miR-299-3p, miR-491-3p, miR-885-3p, miR-518f-3p, miR-760, miR-
671-5p, miR-449a, miR-204-5p, miR-519-3p) elevados en el plasma de
mujeres embarazadas con una alta exposicion al alcohol (18). Junto
con el nivel socioeconémico y la historia de fumadoras, los niveles de
estos miARNs fueron capaces de predecir el grupo al que pertenecen
las embarazadas y su descendencia (alta exposicion con alta afecta-



22 VAZQUEZ-AGREDOS, A. / GALLO, M.

cion, exposicion sin afectacion, y no exposicion) (18). Otro grupo de
investigacion ha encontrado alteraciones en 55 miARNSs el plasma de
mujeres embarazadas que han consumido alcohol durante el emba-
razo, de los cuales identificaron 10 como los mas importantes para
discriminar entre los dos grupos (miR-122, miR-126, miR-216b, miR-
221, miR-3119, miR-3942-5p, miR-4704-3p, miR-4743, miR-514b-5p, y
miR-602) (33). En conjunto, estos resultados muestran patrones de
expresion miARNs que pueden ser Utiles como biomarcadores del
consumo de alcohol en mujeres embarazadas e incluso identificar
alteraciones en su descendencia. Ademas, muchos de estos miARNs
estan implicados en el desarrollo normal del cerebro en el embarazo,
pudiendo servir también como diana terapéutica para favorecer un
desarrollo normal.

Aunque los efectos de la exposicion al alcohol durante el emba-
razo pueden ser permanentes hasta la vida adulta, hay estudios que
muestran que las alteraciones en miARNs pueden ser atenuadas o in-
cluso reversibles. La exposicion temprana al alcohol (de PD1 a PD4)
altera los patrones de expresion de miARN del hipocampo. Sin em-
bargo, la suplementacion con colina normaliza este patrén de miARN
en el hipocampo expuesto al alcohol (34). Esto concuerda con los re-
sultados de otros autores que encuentran que la suplementacion con
colina puede mejorar los efectos fisicos (35) y cognitivos de la expo-
sicion prenatal al alcohol en la adolescencia (36) y en la adultez (37).
Ademas, el enriquecimiento social (alojar ratas expuestas al alcohol
con ratas de control no manipuladas) puede revertir los déficits de
motivacion social observados en ratas adolescentes producidas por
la exposicion prenatal al alcohol (38). Los mismos autores mas tar-
de, encontraron que el enriquecimiento social, revertia la alteracion
de miARNs causada por la exposicion prenatal al alcohol en la amig-
dala y en el estriado ventral (39). En concreto, aproximadamente un
45% de los miARNSs que se alteraron por la exposicion al alcohol en la
amigdala y estriado ventral, se revertian tras el enriquecimiento social
(39). Entre los miARNSs revertidos encontraron algunos involucrados
en la funcion sinaptica y la sefializacion intracelular, asi como la regu-
lacion del ciclo celular y el desarrollo del cerebro, como, por ejemplo,
miR-222-3p que promueve la proliferacion de neuronas y miR-384-5p
un indicador de neurotoxicidad (39).
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CONSUMO DE ALCOHOL EN LA ADOLESCENCIA Y MICROARNS

La adolescencia es un periodo critico del desarrollo del cerebro en
el que se forman nuevas conexiones sinapticas y se podan las conexio-
nes no utilizadas. Estos cambios cerebrales desencadenan las caracte-
risticas tipicas de esta etapa: por un lado, la busqueda de sensaciones
y conductas de alto riesgo, y por otro, con una vulnerabilidad a los
efectos del estrés e incremento de la ansiedad, haciendo al adolescen-
te mas vulnerable al consumo de drogas (40). En la adolescencia se
produce una mayor activacion de las proyecciones dopaminérgicas
del sistema mesolimbico y mesocortical a regiones como el estriado
dorsal, el nticleo accumbens, la amigdala y la corteza prefrontal (41).
Ademas, la amigdala y el hipocampo, también sufren alteraciones en
la neurotransmision desarrollando sensibilidad a la novedad y a los
estimulos estresantes ambientales (41). Las regiones implicadas en
el desarrollo del cerebro en la adolescencia estan relacionadas con el
consumo de alcohol y otras drogas siendo sensibles a sus efectos, por
lo tanto, es posible que la exposicion al alcohol en la adolescencia
pueda modificar el desarrollo normal del cerebro.

Se han encontrado patrones alterados de miARNs durante la
adolescencia relacionados con el desarrollo normal (42,43). Sin em-
bargo, la investigacion sobre los cambios en miARNs que produce el
consumo de alcohol, se ha centrado especialmente en la exposicion
prenatal y no tanto en la adolescencia. A pesar de esto, el consumo de
alcohol esta ampliamente extendido en esta etapa, sobre todo el con-
sumo tipo “binge drinking” o consumo de en forma de atracon (in-
gerir una gran cantidad de alcohol en aproximadamente dos horas)
relacionado con un mayor riesgo de padecer trastornos por consumo
de alcohol y trastornos de ansiedad y depresion. A pesar de la poca
investigacion, algunos autores estan trabajando en esta linea. Prins,
Przybycien-Szymanska, Rao y Pak (44) analizaron el patron de expre-
sion de 4 miARNs (miR-10a-5p, miR-26a, miR-103 y miR-495) en el
hipocampo dorsal y ventral durante la adolescencia y posteriormente
si el alcohol afectaba a dicho patrén. Encontraron que la expresion
de estos miARNs cambia a lo largo del desarrollo de la adolescen-
cia y que es especifica de la region dorsal o ventral del hipocampo
(44). También encontraron que la exposicion repetida a un modelo
de “binge drinking” alteraba significativamente el perfil de desarrollo
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de miARNs tanto en el hipocampo dorsal y ventral, y que, ademas,
estos cambios eran persistentes hasta un mes después de la dltima
exposicion al alcohol ya en la adultez44. Otros estudios concuerdan
con que la expresion miARNs en el cerebro cambia a lo largo de la
adolescencia. En concreto, la expresion de miR-19a-3p, miR-19b-3p,
miR-34a y miR-488-3p disminuye progresivamente de PND 30 a PND
74 en el hipocampo ventral45. Ademas, la exposicion repetida a atra-
cones de alcohol durante la adolescencia agrava la disminucién de
esos miARNs y altera la expresion de otros dos: miR-29a-3p y miR-29¢-
3p, implicados en la neurogénesis, el desarrollo neural, la migracion y
diferenciacion de las células madre neurales, la proliferacion celular y
la apoptosis (45).

La amigdala también se encuentra en desarrollo en la adolescen-
cia, siendo fundamental al regular la ansiedad y los estados afectivos
negativos con un papel en el mantenimiento de conductas adictivas
como el consumo de alcohol (41). Kyzar, Bohnsack Zhang y Pandey (46)
encontraron que el microARN miR-137 se encuentra sobreexpresado
en la amigdala de los animales adolescentes expuestos a un modelo de
consumo de alcohol intermintente. Este microARN disminuye la expre-
sion de Lsd1, una enzima relacionada con el aumento de la metilacion
de genes relacionados con la plasticidad sindptica, tales como el factor
neurotréfico derivado del cerebro (Bdnf) (46). Ademas, la inhibicion de
la expresion de miR-137 en la amigdala reduce las conductas de an-
siedad provocadas por la exposicion al alcohol e incluso este efecto es
reversible en la adultez (46).

Estos resultados muestran que las alteraciones de miARNs cau-
sadas por el consumo de alcohol en la adolescencia pueden afectar
al desarrollo normal del cerebro en esta etapa, pudiendo llegar a ser
permanentes y estar relacionados con posteriores déficits o trastor-
nos en la adultez.

CONCLUSION

Los miARNs pueden regular la expresion de cientos de genes
codificadores de proteinas. Se ha demostrado que el consumo de
alcohol altera los patrones de miARNs, tanto intracelulares como
extracelulares, muchos de ellos con funciones esenciales para el de-
sarrollo normal del sistema nervioso. La exposicion prenatal al alco-
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hol y su consumo en la adolescencia pueden tener consecuencias a
largo plazo mediadas por estos factores epigenéticos. La deteccién
de estos cambios en miARNSs, bien en el plasma de la madre durante
el embarazo o bien en su descendencia, puede ser un biomarcador
o incluso un predictor de los déficits fisicos y cognitivos producidos
por la exposicion al alcohol. Esto ultimo, unido a que es posible re-
vertir algunos de los patrones anormales de miARNs producidos por
el alcohol con suplementacion de colina en la dieta (34-37) o con
enriquecimiento social (38,39), convierten a los miARNs en posibles
dianas terapéuticas para atenuar o revertir los efectos del consumo
de alcohol durante el embarazo o durante la adolescencia, etapas
criticas para el desarrollo del cerebro.
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Capitulo 2

Papel de la neocorteza en la memoria de reconocimiento
de sabores desde una perspectiva del desarrollo

ExpoOsiTo, A. N.,, GALLO, M.

RESUMEN

La memoria de reconocimiento y los circuitos cerebrales que la
sustentan sufren modificaciones desde etapas tempranas del de-
sarrollo hasta el envejecimiento. La exposicion repetida a un sabor
exento de consecuencias negativas le convierte en un sabor familiar
categorizado como seguro y atenua la respuesta neofébica inicial. Por
una parte, la atenuacion de la neofobia gustativa es un buen modelo
para el estudio de la formacion de la memoria de reconocimiento de
sabores y su evolucion a lo largo de la vida. Por otra parte, la respues-
ta neofdbica y su atenuacion estan asociadas a cambios en la acti-
vidad neuronal de las diferentes areas que conforman el circuito de
la memoria de reconocimiento de sabores seguros. Estudios previos
empleando determinacién inmunohistoquimica de la proteina c-Fos,
producto del gen de expresion temprana c-fos, han revelado cambios
en la actividad de amigdala, corteza perirhinal, corteza piriforme y
nucleo accumbens durante el proceso de atenuacion de la neofobia
gustativa. Debido a las conexiones compartidas entre la corteza pre-
frontal medial y varias de estas areas, ademas de la evidencia previa
que apoya un papel de la corteza prefrontal medial en tareas de me-
moria de reconocimiento visual, resulta de especial interés explorar
las alteraciones de la actividad de la corteza prefrontal medial duran-
te la formacion de la memoria de reconocimiento gustativa a lo largo
de la atenuacion de la neofobia y el efecto de la edad.
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RESPUESTA A LA NOVEDAD A LO LARGO DE LA VIDA

Seguramente, el aspecto mas reconocido popularmente de lo que
llamamos memoria es la metafora que la concibe como un sistema de
almacenaje, un archivador repleto de informacion adquirida durante
la experiencia vital cuya funcion es poder recuperarla en situaciones
que lo requieran. Sin embargo, las experiencias no se almacenan, sino
que modifican la percepcion, los procesos cognitivos y el comporta-
miento. En este sentido la capacidad para detectar, evaluar e integrar
informacion novedosa juega un papel esencial. Dicha capacidad con-
tribuye a la formacion de la memoria de reconocimiento (1) ya que
esta intimamente ligada a la habilidad para identificar un estimulo o
situacion experimentados previamente como familiares.

Estudios neuropsicoldgicos, cognitivos y de neuroimagen reflejan
que la memoria de reconocimiento esta conformada por dos proce-
sos distintos de memoria, el recuerdo y la familiaridad (2). Mientras
el recuerdo implica consciencia en el ser humano, este no necesita de
ensayos repetidos, haciendo referencia a un tipo de memoria decla-
rativa, la memoria episddica de acuerdo con la clasificacion de Squire
(3). Por otro lado, la familiaridad, no requiere conciencia en el ser
humano y si necesita de ensayos repetidos reflejando un proceso de
habituacién, que reduce la respuesta ante la novedad de un estimulo
y se asienta como aprendizaje no asociativo, formando parte de la
[lamada memoria no declarativa (3). Efectivamente, la deteccion de
la familiaridad implica la habituacion de la respuesta ante un estimu-
lo novedoso. Por su parte, la novedad es una cualidad que atribuimos
a un estimulo cuando éste no posee una representacion pre-existen-
te en nuestra memoria. Tras repetidas exposiciones al estimulo per-
dera la condicion de novedad gracias a una rapida adaptacion de
los circuitos encargados de su deteccion y adquirira la condicion de
familiar (4, 5).

La novedad de un estimulo o una situacion desencadena una serie
de procesos estrechamente relacionados entre si como la atencion, el
aprendizaje y la memoria. Ciertamente, reconocer un estimulo como
novedoso requiere dirigir la atencion hacia éste, aprender sobre sus ca-
racteristicas y retenerlo en la memoria a largo plazo (6).

Todo este proceso de deteccion de la novedad tiene un gran va-
lor adaptativo y cumple su funcion como mecanismo basico de su-
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pervivencia. Empleando como ejemplo la modalidad gustativa, ima-
ginemos que un animal se encuentra con un comestible que nunca
antes ha probado. Ante la potencial amenaza para su supervivencia
que conlleva ya que las consecuencias de su ingesta son desconocidas,
éste inicia la exploracion cautelosa de las diferentes caracteristicas de
la comestible. En este caso, ha detectado la novedad, es decir que no
existe una representacion previa en su memoria. Al explorar este nue-
vo alimento estudiara sus caracteristicas, tacto, forma, color, olor y
las comparara con otros que ya ha consumido. El ultimo paso sera
ingerir una cantidad reducida y esperar las consecuencias que tendra
su ingesta. Al probarlo percibira su sabor, que, al ser un alimento, sera
la caracteristica mas relevante. Si tras la digestion de este alimento
siente malestar gastrointestinal asociara las propiedades de este ali-
mento con las consecuencias aversivas y en proximos encuentros esta
se habra convertido en aversivo y la evitara. Si, por el contrario, su
ingesta es seguida de consecuencias negativas, este alimento se con-
vertira en seguro y si vuelve a encontrarselo podra alimentarse de él.
En ambos casos, este estimulo ya sera reconocido como familiar. Asi,
la deteccion de la novedad tiene un importante valor adaptativo a lo
largo de la vida. Durante las distintas etapas, tanto prenatales como
postnatales, adolescencia, adultez y envejecimiento, la relevancia de
interactuar con estimulos novedosos sigue presente.

Tal y como se ha descrito, la respuesta ante la novedad forma par-
te del aprendizaje y juega un rol fundamental en conductas creativas,
exploratorias y de riesgo a lo largo de la vida (7). Se ha demostrado
que desde estados prenatales ya existe la habilidad de reconocer olo-
res que se vuelven familiares tras el nacimiento, como por ejemplo
en el estudio de Pedersen and Blass (8) en el que mostraron que las
claves olfativas del liquido a amniético son recordadas postnatalmen-
te y juegan un papel esencial en la supervivencia del recién nacido en
mamiferos ya que permiten reconocer y buscar la zona mamaria de la
madre en el primer episodio de lactancia.

Mas adelante, durante la adolescencia, la exploracion de iguales,
entornos y alimentos novedosos se convierte en una conducta nece-
saria para alcanzar la independencia adulta. Por ello, esta etapa esta
marcada por un comportamiento peculiar en el que se ve incremen-
tada la busqueda de novedad (9).
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La reaccion a la novedad durante el envejecimiento parece conti-
nuar conservada, incluso incrementada, debido a la existencia de ex-
periencias previas con gran nimero de estimulos y situaciones lo que
hace mas singular e imprevista la novedad. Asi a edades avanzadas
en ausencia de patologias se mantienen las respuestas hacia la nove-
dad intactas e incluso incrementadas. Un estudio llevado a cabo por
Moroén & Gallo (10) empleando la modalidad gustativa encontré que
ratas adultas y envejecidas con experiencia previa con otros sabores
mostraban respuesta neofdbica a un sabor desconocido, mostrando
mayor sensibilidad a la novedad las ratas envejecidas tras haberse vis-
to sometidas previamente a aversiones gustativas. Sin embargo, exis-
ten datos que muestran que las ratas envejecidas necesitan un mayor
namero de exposiciones que las adultas para que el sabor novedoso
se convierta en familiar y seguro (11, 12, 13).

En conjunto, toda esta evidencia sugiere que las experiencias con
estimulos novedosos son procesadas de forma distinta a lo largo de
la vida. Es relevante resaltar que la deteccion de la novedad y familia-
ridad tendra que ser construida en funcion de sus propiedades sen-
soriales. El ejemplo del comestible implica que ese estimulo posee
diversas caracteristicas, tales como su color, textura o sabor y es por
ello adaptativo poder recordar la informacion sobre las diferentes ca-
racteristicas de este alimento para facilitar su reconocimiento frente a
posibles encuentros posteriores con el mismo y poder distinguirlo de
otros similares. Un estimulo esta conformado por distintas caracteris-
ticas sensoriales que corresponden con las distintas vias de recepcion
de informacion del entorno, ya sean visuales, auditivas, olfativas, tac-
tiles o gustativas. Sin embargo, las situaciones estimulares no siempre
aparecen naturalmente de forma uni-sensorial, es decir, con s6lo una
modalidad sensorial, como, por ejemplo, exclusivamente auditiva,
sino que suelen ser compuestos formados por diferentes caracteris-
ticas sensoriales simultaneas, es decir, estimulos multisensoriales. Ha
sido ampliamente aceptado que los estimulos multisensoriales tienen
un mayor impacto en el comportamiento en comparacion con esti-
mulos uni-sensoriales (14). Sin embargo, en el ambito de la investiga-
cion, mediante condiciones experimentales especificas, es posible in-
vestigar el efecto de estimulos uni-sensoriales ya sean exclusivamente
visuales (15), auditivos (16) o gustativos (11). Esta investigacion se
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beneficia del empleo de modelos animales que a lo largo de las ulti-
mas décadas han permitido conformar distintos modelos compor-
tamentales de la memoria de reconocimiento empleando diferentes
modalidades sensoriales.

ESTUDIO DE LA NOVEDAD Y FAMILIARIDAD EN EL LABORATORIO
e MEMORIA DE RECONOCIMIENTO VISUAL (ORM)

Tradicionalmente, el estudio de la novedad y familiaridad ha em-
pleado preferentemente la modalidad visual, proliferando en los afios
70 y 80 la investigacion en primates no humanos (17 - 19) con las
tareas de desigualacion a la muestra demorada (DNMS por sus siglas
en inglés) e igualacion a la muestra demorada (DMS por sus siglas
en inglés). Mas adelante, estas tareas fueron adaptadas como tareas
de reconocimiento de objetos para roedores, en concreto la tarea de
reconocimiento de objetos novedosos (NOR por sus siglas en inglés)
(20, 21). Se trata de una tarea visual, aunque mas adelante se han reali-
zado modificaciones para el estudio de la memoria de reconocimien-
to en otras modalidades sensoriales tales como la somatosensorial o
la olfativa (22).

El procedimiento a seguir en las tareas de NOR se basa en una
primera sesion de adquisicion en la que se presentan dos objetos
iguales. A continuacion, en una prueba de eleccion, tras un intervalo
de retencidn, se presentan dos objetos, uno de los presentados ante-
riormente y uno novedoso. Durante ambas sesiones se registran las
respuestas de exploracion de los mismos. El tiempo de exploracion
del objeto novedoso sera mayor en roedores sanos, siempre que el
objeto familiar no haya sido seguido de consecuencias relevantes para
el organismo. Esta tarea que refleja la memoria de reconocimiento de
objetos ha sido habitualmente clasificada como memoria episodica
o recuerdo, dependiente de hipocampo (HC), un tipo de memoria
no declarativa cuya principal diferencia con las tareas de familiaridad
reside en no necesitar una extensa fase de adquisicion (23) (Figura 1).
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Figura 1. Tarea de reconocimiento de objetos novedosos (ORM)

e MEMORIA DE RECONOCIMIENTO GUSTATIVA

La memoria de reconocimiento gustativa implica tanto proce-
sos que pueden clasificarse como memoria no declarativa y que, por
tanto, no dependen de la integridad hipocampal como caracteristi-
cas propias de la memoria declarativa, tales como la dependencia del
contexto y otros fenomenos dependientes del HC. El procedimiento
experimental para el estudio de la memoria de reconocimiento de
sabores se lleva a cabo aplicando una tarea que permite estudiar la
respuesta neofdbica al sabor y la atenuacion de la neofobia gustativa
(AN). Dicha tarea, realizada inicialmente por Domjan y Gillian (24)the
role of novelty in the aversion response to increasingly concentrated
flavored solutions was determined by repeatedly testing independent
groups with 0.15, 0.5, 1.0, 2.0, and 3.0% saccharin. Initially, intakes quic-
kly declined with increasing saccharin concentrations. However, ani-
mals drank more as they gained familiarity with the saccharin flavors,
and their aversion to the more concentrated solutions became con-
siderably attenuated. In Experiment 2, each animal was tested with
0.15,0.5, 1.0, 2.0, and 3.0% saccharin in an irregular order following tra-
ining with one of the saccharin solutions. Animals extensively familia-
rized with the high saccharin concentrations prior to the test sessions
showed much less aversion to these solutions than animals for which
the high saccharin concentrations were novel. These results demons-
trate that the aversion response to increasingly concentrated flavored
solutions is in part a function of the relative novelty of the flavors,
and suggest that adequate control of relative novelty is necessary in
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studies of other variables regulating intake.”’container-title”:.”Physio-
logy & Behavior”,’DOI":"10.1016/0031-9384(76, fue propuesta como
modelo de memoria de reconocimiento de sabores en 2004 (25). Esta
tarea consiste en presentaciones repetidas del sabor. Ante la primera
presentacion de un sabor novedoso, se produce una respuesta caute-
losa innata llamada neofobia que consiste en una reduccion del con-
sumo de la solucién gustativa con respecto al consumo posterior una
vez que el sabor se convierte en familiar con el fin de prevenir y evitar
posibles efectos toxicos de esta. Si tras su consumo no se producen
efectos nocivos para el organismo, tal como malestar gastrointestinal,
la respuesta neofdbica se atenuara y el consumo de la solucién gus-
tativa durante posteriores presentaciones se vera incrementado con-
forme se reconoce el sabor como seguro, creando asi una memoria
gustativa segura (Figura 2).
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Figura 2. Proceso de atenuacién de la neofobia gustativa (AN)

Sin embargo, si tras la ingesta del sabor novedoso se producen
consecuencias viscerales negativas, el sabor sera clasificado como
aversivo y se evitara su consumo en futuros encuentros. La respuesta
aprendida se denomina aversion gustativa condicionada y es frecuen-
temente estudiada en roedores mediante una tarea de condiciona-
miento aversivo gustativo (CTA por sus siglas en inglés). Para llevar a
cabo esta tarea, considerada frecuentemente un tipo de condiciona-
miento clasico, se asocia un estimulo condicionado (EC), siendo éste
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el sabor y un estimulo incondicionado (El) siendo éste el malestar vis-
ceral. Tras la presentacion del sabor (EC), se induce el malestar me-
diante inyecciones de cloruro de litio (LiCl), rotacion corporal, etc...
Tras esta sesion, una vez asociados ambos estimulos, la siguiente pre-
sentacion de la solucion gustativa producird un rechazo a su consu-
mo. Estos dos modelos de memoria aversiva y segura al sabor parecen
compartir mecanismos cerebrales, aunque algunos aspectos parecen
ser especificos de cada una de ellos (Figura 3).

Figura 3. Proceso de aversion condicionada al sabor (CTA)
con inyeccion i.p. de Cloruro de Litio

MECANISMOS CEREBRALES DE ATENUACION DE LA NEOFOBIA EN ADULTOS

Gracias a los modelos de memoria de reconocimiento revisados
en el apartado anterior, tanto en su modalidad visual, como en su
modalidad gustativa, se ha logrado indagar en los aspectos compor-
tamentales vy fisiologicos de la respuesta ante la novedad y la fami-
liaridad, consiguiendo grandes avances con respecto a los circuitos
cerebrales encargados de formar estas memorias.

De hecho, se ha propuesto una disociacion entre los circuitos ce-
rebrales responsables de los procesos de recuerdo y de la familiaridad
que estan implicados en la memoria de reconocimiento. El recuerdo
no sélo implica recuperar la informacion del estimulo, sino también
la del contexto espacio-temporal en el que se vivi6 la experiencia y re-
quiere de estructuras del I6bulo temporal (3) especialmente el HC. La
familiaridad, por su lado, requiere circuitos anatomicos que detecten
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la novedad y la familiaridad, como propone Yodelinas (26), los cuales
implican regiones cercanas y estrechamente relacionadas con el HC.
El interés por el proceso de familiaridad de la memoria de recono-
cimiento es relativamente reciente. Asi en las ultimas décadas se ha
desarrollado una importante investigacion sobre los mecanismos ce-
rebrales responsables de esta memoria en el ambito de las neurocien-
cias. En este sentido, analizar las vias neuroanatomicas responsables
de la memoria de reconocimiento empleando estimulos de distintas
modalidades sensoriales tales como la modalidad gustativa y visual
que no comparten las vias neuroanatomicas sensoriales permite iden-
tificar areas selectivamente implicadas en memoria de reconocimien-
to independientemente de la modalidad sensorial.

e NEUROANATOMIA DEL SISTEMA GUSTATIVO

La informacion sobre la comida esta compuesta de diferentes
estimulos quimicos. Dependiendo del tipo de informacion que
aportan se han clasificado los estimulos gustativos en cinco sabo-
res basicos: dulce, picante, amargo, salado y umami. Los animales
reciben esta informacién a través del boton gustativo, conforma-
do por las células receptoras gustativas y células de sostén. Estan
localizados a lo largo de la lengua, el paladar, la epiglotis, la pared
posterior de la orofaringe y la laringe. El botén gustativo es el en-
cargado de transducir la informacion gustativa durante la ingesta y
cada célula parece responder con distinta intensidad segun el tipo
de estimulo (27). A continuacion, los pares craneales VII (Facial), IX
(Glosofaringeo) y X (Vago) se encargan de transferir la informacion
de los sabores desde los botones gustativos al sistema nervioso cen-
tral (28), alcanzando primero la parte rostral del nucleo del tracto
solitario (NTS por sus siglas en inglés), el cual proyecta a los ntcleos
posteromediales y dorsolaterales del area parabraquial (PBN por sus
siglas en inglés). Posteriormente, la informacion gustativa alcanza
distintas estructuras cerebrales tales como el hipotalamo lateral (LH
por sus siglas en inglés), nucleo del lecho de la estria terminal (BNTS
por sus siglas en inglés), la amigdala central (CeA por sus siglas en
inglés) y basolateral (BLA por sus siglas en inglés) y la porcion par-
vocelular del ntcleo ventral posteromedial del talamo (VPMpc por
sus siglas en inglés) (5). Finalmente el talamo (hTh por sus siglas en
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inglés) proyecta esta informacion a la corteza gustativa situada en la
corteza insular (IC por sus siglas en inglés) (25).

e NEUROANATOMIA DE LA MEMORIA DE RECONOCIMIENTO DE SABORES

Ademas de describir la via neural que codifica la percepcion de los
sabores, es relevante entender las estructuras cerebrales involucradas
en la memoria de reconocimiento gustativa. Bures y Buresova, en la
década de 1970 iniciaron los estudios sobre la memoria de reconoci-
miento gustativa segura y sus sustratos neurales demostrando como
diversas intervenciones cerebrales afectaban a la AN (29)4% body
weight. A raiz de sus investigaciones, IC tomo protagonismo durante
las siguientes décadas. La IC se conforma como un area multimodal
cuyas neuronas responden a diversos aspectos de la informacion ta-
les como temperatura, tacto, dolor y mas importante, sabor. Ello le
permite procesar e integrar la informacion de un alimento y compa-
rarla con informacion procesada previamente. Hasta el siglo XX las
investigaciones llevadas a cabo sobre la IC mostraron su papel de esta
area en la deteccion y codificacion de la novedad, principalmente en
tareas de CTA (30 - 33)CS y mas adelante en AN (25, 34, 35)insular
cortex and amygdala, pero no en la AN (36).

Asi, ratas descerebradas antes de la fase de adquisicion, son inca-
paces de adquirir aversiones gustativas condicionadas a pesar de mos-
trar respuestas orofaciales incondicionadas de aceptacién y rechazo
ante soluciones gustativas administradas intraoralmente (37). Estos
resultados iniciales dieron lugar a una interpretacion errénea que
situaba el locus asociativo en areas corticales, siendo propuesta IC
gustativa como area critica. Posteriormente con la identificacion del
area parabraquial troncoencefalica como locus asociativo (38 - 40) se
identificé el papel de IC en el mantenimiento de la memoria gustati-
va durante el intervalo EC-El (41). Congruentemente, la aplicacion de
escopolamina, un agonista colinérgico, en esta corteza interrumpe la
formacion de la memoria de reconocimiento gustativa segura (42).

Tras esta primera etapa de estudio de la memoria de reconoci-
miento de sabores, con el protagonismo de la IC, la investigacion so-
bre la neuroanatomia de la AN se ha beneficiado del desarrollo de
diversas técnicas que han permitido explorar la actividad cerebral en
sus aspectos electrofisiologicos, quimicos y estructurales.
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Una de las técnicas mas interesantes para investigar qué areas ce-
rebrales juegan un rol en la memoria de reconocimiento ha sido la
determinacion inmunohistoquimica de la proteina c-Fos. Esta técni-
ca permite el marcaje de neuronas que estan activadas durante una
conducta. En concreto, c-Fos es un gen de expresion temprana que
se expresa cuando hay actividad neuronal. Asi, su marcaje, permite
explorar que areas estan activadas durante la presentacion de sabores
novedosos y sabores familiares. Gracias a esta técnica, varios estudios
han localizado diversas estructuras que muestran distintos niveles de
actividad neuronal en diversos estadios de la formacién de la memo-
ria de reconocimiento de sabores.

En primer lugar, durante la ingesta de un sabor novedoso, se ha
encontrado un aumento de células c-Fos positivas en la corteza pe-
rirhinal (PrH por sus siglas en inglés) (11) CeA y BLA, en el talamo
gustativo, IC (35) y NTS (43). En segundo lugar, cuando el sabor se
presenta por segunda vez aumenta la actividad del nicleo accum-
bens shell (NAcb Sh por sus siglas en inglés) en comparacion con la
primera presentacion del sabor o con la actividad registrada después
de seis presentaciones (44). Asimismo, cuando se aplican repetidas
presentaciones del sabor se ha descrito un incremento progresivo
en la actividad del nucleo ventral posteromedial del talamo (13). Por
ultimo, se ha descrito que cuando un sabor muy familiar sabor ha sido
presentado en repetidas ocasiones se produce un incremento de la
actividad neuronal de la region rostral de la corteza piriforme poste-
rior (pPirCx por sus siglas en inglés) (44). En conjunto, parece existir
actividad neuronal en diferentes estructuras repartidas por el encéfa-
lo que sugieren la existencia de un circuito neuroanatémico distribui-
do encargado de formar estala memoria de reconocimiento gustativa.

Sin embargo, los hallazgos correlacionales obtenidos mediante téc-
nicas de registro de la actividad neural empleando inmunohistoquimi-
ca de c-Fos no son suficientes para entender como intervienen estas
estructuras en el fendmeno de la atenuacion de la neofobia. Otros estu-
dios de lesiones permanentes o reversibles han arrojado luz mediante la
actuacion directa sobre el cerebro de roedores evaluando los cambios
en la respuesta neofébica al sabor y en el proceso de habituacion a éste.

En este sentido la integridad de AMY parece jugar un papel en
la deteccion de la familiaridad gustativa. Lesiones electroliticas de la
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BLA aumentan el consumo en la primera presentacion de una so-
lucion de sacarina al igual que lesiones electroliticas de la amigdala
medial (MeA) reducen la respuesta neofdbica a un sabor novedoso
(45). Lesiones de los nucleos laterales y basolaterales amigdalinos y
areas circundantes como la corteza piriforme lateral (IPirCx por sus
siglas en inglés) incrementan el consumo de un sabor novedoso en
comparacion con grupos controles (46). En conjunto, estos datos su-
gieren que AMY juega un rol principal en la respuesta ante sabores
novedosos.

En relacion con AMY como parte del circuito neuroanatémico de
la memoria de reconocimiento de sabores seguros, diversas investi-
gaciones muestran como areas con conexiones directas con esta es-
tructura también parecen jugar un rol importante en el aprendizaje
de sabores. Por ejemplo, se ha reportado que lesiones en BLA pro-
ducen una reduccion de la expresion de c-Fos en PrH en compara-
cion con un grupo SHAM tras ser expuestos a un sabor familiar (11).
Ademas, lesiones unilaterales asimétricas de BLA e IC producen un
consumo elevado de una solucién novel de sacarina en comparacion
con sujetos controles y lesiones asimétricas de IC y MeA impiden la
atenuacion de la neofobia (35) apoyando la participacion del I6bulo
temporal medial en este tipo de memoria. Junto a la necesidad de la
interaccion entre la IC y AM para la adquisicion y consolidacion de
la memoria de sabores (35), también se ha identificado la existencia
de interacciones con otras areas que reciben aferencias gustativas de
forma directa o indirecta tales como el nticleo accumbens (NAcb por
sus siglas en inglés) (12), hipotalamo, corteza orbitofrontal (47 - 49)
PrH (11, 13, 22, 50) y corteza prefrontal medial (mPFC por sus siglas
en inglés) (51, 52), como areas que participan en esta memoria.

Entre estas areas el papel de la mPFC, no ha sido extensamen-
te investigado, existiendo poca informacion sobre su contribucion a
la memoria de reconocimiento de sabores seguros a pesar de que si
parece estar implicada en CTA y la memoria de reconocimiento de
objetos (53).
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e ORGANIZACION ANATOMICA Y FUNCIONAL DE LA CORTEZA PRE-
FRONTAL MEDIAL

El uso de diversas técnicas como la estereologia, imagen tensorial
por difusion (DTI, por sus siglas en inglés) y resonancia magnética tan-
to estructural (MRI por sus siglas en inglés) como funcional (fMRI por
sus siglas en inglés) entre otras, han permitido elaborar un mapeado
neuroanatémico y funcional del cerebro de distintas especies. Com-
binando estas técnicas con modelos comportamentales se ha podido
investigar la estructura y funcion de distintas cortezas cerebrales, en-
tre ellas, la mPFC.

La mPFC se encuentra en la porcion medial de la corteza prefrontal
(PFC por sus siglas en inglés) esta situada en el I6bulo frontal comparte
conexiones con el resto de la neocorteza, el sistema limbico, hTh y cau-
dado/putamen, estructuras relevantes relacionadas con las denomina-
das funciones ejecutivas. Definir las funciones ejecutivas es una tarea
complicada por tratarse de un término muy amplio. Se han propuesto
diferentes marcos conceptuales para definir este término. El mas em-
pleado conceptualiza un conjunto de mecanismos que comparten una
base neuroanatémica comun en la PFC pero que son empleadas de
forma independiente segun las demandas cognitivas o ambientales y
por tanto merecen ser consideradas como independientes (54). Estas
“funciones ejecutivas” estan involucradas en mecanismos implicados
en procesos de atencion, inhibicion, planificacién, control, flexibilidad
cognitivay memoria de trabajo, siendo la memoria de trabajo, junto a la
flexibilidad cognitiva las que parecen ser mas sensibles al deterioro rela-
cionado con el envejecimiento. Dado que son habitualmente definidas
como funciones cognitivas de “alto nivel” y que la PFC de primates es
significativamente mas compleja que la de roedores, son habitualmente
caracterizadas como Unicas de estos mamiferos. Sin embargo existe evi-
dencia que indica que los roedores poseen homologos neuroanatémi-
cos y funcionales a los primates y que son capaces de realizar conductas
dirigidas un objetivo (55). Por ello, el uso de modelos animales, especial-
mente en roedores, ofrece sistemas simplificados para el estudio de las
complejas bases neurobioldgicas de dichos procesos. Asi, ha adquirido
especial relevancia una aproximacion neuroanatdbmica comparada aso-
ciada a la controversia en torno a la existencia de mecanismos compar-
tidos entre la PFC humana y la de cerebros de otras especies de mami-
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feros, principalmente las de animales usados en investigacion como son
los grandes simios y roedores.

Elincremento en el volumen cortical en primates es paralelo a una
diferenciacion evolutiva de areas corticales y el desarrollo de funcio-
nes cognitivas mas complejas. Este seria el caso de la region prefrontal
dorsolateral (56). Es cierto que la PFC de la rata no esta tan diferencia-
da como la de primates y humanos. La identificacion de subregiones
analogas entre la PFC de roedores y humanos no sélo se debe basar en
analogos neuroanatémicos, sino también funcionales. Asi, diferentes
estudios han propuesto la equivalencia entre las diferentes subregio-
nes de la PFC de la rata y humano (55, 57, 58).

En el cerebro de la rata la PFC se divide en corteza prefrontal la-
teral (LPFC por sus siglas en inglés) y medial (mPFC por sus siglas en
inglés). LPFC se subdivide en corteza dorsal y ventral agranular (Al)
y corteza lateral orbital (VLO por sus siglas en inglés) que abarcan el
area 13 (Al) y 14 (LO) de Brodmann. Su zona mas ventral (vPFC por
sus siglas en inglés) esta subdividida en corteza ventral orbital (VO
por sus siglas en inglés) y ventrolateral orbital (VLO por sus siglas en
inglés) cuyo analogo en el cerebro humano son el area 11 de Brod-
mann. A su vez mPFC puede subdividirse en una region dorsal y otra
ventral. La region dorsal esta compuesta por las cortezas precentral
(PrCM por sus siglas en inglés) y cingulada anterior (ACC por sus si-
glas en inglés), cuyos homdlogos en el cerebro humano son el area 6
(PrCM) y 24 (AC) de Brodmann. La region ventral esta formada por la
corteza prelimbica (PrL por sus siglas en inglés), corteza infralimbica
(IL por sus siglas en inglés) que se corresponden en el cerebro humano
con las areas 32 (PrL) y 24 (IL) (Figura 4) (58 - 61).



Papel de la neocorteza en la memoria de reconocimiento de sabores 47
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Figura 4. Homélogos de las distintas subregiones que conforman la corteza
prefrontal medial en cerebro de rata y humano

En estudios iniciales sobre esta subregion de la PFC no se identi-
fico la corteza peduncular dorsal (DP por sus siglas en inglés) como
estructura independiente, sino que fue delineada como area ventral
de la IL. Mas adelante, mediante técnicas de trazado retrogrado (62)
y anterégrado (63) se identificaron conexiones entre la DP y el ntcleo
medio dorsal del talamo, que, a su vez, comparte conexiones con IL.
Ello permitié identificarla como parte de la mPFC ademas de encon-
trarse conexiones con el subnucleo caudal trigeminal, no comparti-
das con IL (59) que la establecen como area diferenciada de esta. Sin
embargo, su homologo en el cerebro humano no ha sido estudiado
en detalle.

En cuanto a la citoarquitectura, la PFC de la rata no dispone de
una capa granular, por lo tanto, solo existe corteza agranular (Al). Esta
misma Al es encontrada en simios y humanos que ademas poseen
capas granulares (64).

Para discutir sobre la funcién de la PFC no solo basta con conocer
su organizacion anatomica debido a que ninguna regién de nuestro
cerebro opera de forma aislada. Esto implica necesariamente tener en
cuenta el papel de otras regiones cerebrales con las que comparte in-
terconexiones. Las conexiones de la PFC incluyen los ganglios basales,
hTh, cerebelo, HC, AMY y otras regiones neocorticales (65). La PFC
recibe inputs de los ganglios basales por la via estriatopalidal y ni-
groestriada y consecuentemente de proyecciones palidotalamicas y
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nigrotalamicas que proyectan de forma paralela a distintas areas de
la PFC. Ademas de estas conexiones cortico-talamicas la PFC recibe
inputs cortico-corticales desde la corteza parietal posterior y areas
sensoriales corticales. Concretamente, la PFC esta conectada con las
cortezas occipital, temporal y parietal. En consecuencia, integra infor-
macion visual, auditiva y somatosensorial (66). También recibe inputs
desde estructuras subcorticales como es la sustancia negra, el area
tegmental ventral y AMY (67). La PFC no s6lo recibe aferencias de es-
tas areas, sino que, de forma reciproca, envia proyecciones eferentes a
todas estas areas al igual que proyecta directamente al Septum lateral,
mesencéfalo y cerebelo (67).

Las conexiones que se establecen entre las subdivisiones de la PFC
y otras areas cerebrales se pueden resumir de manera que la region
dorsal medial comparte importantes conexiones con la neocorteza,
la corteza prefrontal ventromedial comparte conexiones con el siste-
ma limbico y la IPFC con areas neocorticales (55, 68).

En el aspecto funcional las diversas subdivisiones de la PFC de la
rata parecen estar implicadas en funciones cognitivas paralelas a las
de sus homologas en simios y humanos. Asi, las investigaciones lleva-
das a cabo sugieren que AC/PrCM juegan un papel en la memoria de
trabajo y toma de decisiones, PrL/IL participan en la memoria de tra-
bajo para objetos y lugares, asociaciones lugar/objeto y toma de de-
cisiones, Al/LO apoyan la memoria de trabajo de olores, asociaciones
olor-sabor y toma de decisiones, mientras que VLO/VO participan en
el aprendizaje inverso y toma de decisiones (55).

Sin embargo, estudios mas recientes han relacionado la mPFC
con la memoria de sabores seguros. Se ha demostrado que lesiones
con 6-OHDA de los terminales dopaminérgicos de la mPFC reduce
la respuesta del NAcb a una solucion familiar palatable de chocolate,
manteniéndose la respuesta dopaminérgica a la novedad del sabor
(69) aunque no existe mas investigacion que relacione la mPFC en
éste tipo de memoria. Sin embargo, si que ha sido relacionada con
otras tareas de memoria de sabores aversivos en la adquisicion de
CTA, aprendizaje de preferencia de sabores y en el proceso de extin-
cion de CTA (53, 70 - 74). Apoyando el papel de la mPFC en CTA se
ha demostrado mediante inmunohistoquimica de c-Fos que la extin-
cion de una aversion condicionada a sacarina incrementa la expresion
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de neuronas activadas c-Fos en mPFC frente a un grupo control que
mantiene la asociacion EC-LiCl (71). En conjunto, con estos datos,
la mPFC podria jugar un papel en la memoria de reconocimiento de
sabores.

ENVEJECIMIENTO Y NEOFOBIA GUSTATIVA

e EFECTO DE LA EDAD SOBRE LA RESPUESTA NEOFOBICA EN EL SER
HUMANO

El envejecimiento patoldégico marcado por trastornos neurode-
generativos, suele estar asociado a déficits de memoria y aprendizaje.
De hecho, uno de los marcadores tempranos de enfermedades neu-
rodegenerativas tales como la enfermedad de Alzheimer y Parkinson
es la dificultad en el reconocimiento e identificacion de los olores,
dificultad que precede al deterioro de otras modalidades sensoriales
de la memoria de reconocimiento (75). El deterioro de la memoria
de reconocimiento olfativa puede alterar dramaticamente compor-
tamientos de ingesta de alimentos y regulacion de la dieta y en conse-
cuencia interferir con la calidad de vida durante esta etapa marcada
por otros importantes déficits. El estudio de las caracteristicas com-
portamentales y fisiologicas del envejecimiento patoldgico represen-
ta un gran apoyo a la capacidad de los profesionales médicos a la hora
de detectar estas alteraciones y llevar a cabo un mejor tratamiento de
enfermedades con un desarrollo tan prolongado en el tiempo.

También en ausencia de patologias puede existir un decaimiento
funcional en tareas de aprendizaje y memoria asociado a la edad. Sin
embargo, no se trata de un decaimiento global de la memoria, sino
que parecen deteriorarse selectivamente algunas funciones mientras
otras permanecen relativamente intactas o incluso incrementadas.
De este modo memorias no dependientes de HC se mantienen o me-
joran durante el envejecimiento mientras que tareas propias de la me-
moria declarativa dependiente del HC puede sufrir deterioro.

Con respecto a la respuesta de neofobia al sabor, durante un
envejecimiento normal no patolégico se mantienen bien preserva-
das las funciones relacionadas con la deteccion del sabor. A pesar
de la existencia de cambios asociados al envejecimiento en la sen-
sibilidad al sabor se ha demostrado en animales de laboratorio que
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no parecen ser suficientes para afectar a su deteccion (76). Durante
la adultez, existe la oportunidad de acumular experiencias con un
amplio rango de alimentos, lo que, presumiblemente, induce AN
y/o aprendizaje de sabores. Por ello, es de esperar que la neofobia
al sabor se reduzca a lo largo de la vida adulta y el envejecimiento
gracias a la familiarizacion con estos sabores. Ello podria dar lugar a
una generalizacidn a sabores no familiares. Por ello, la magnitud de
la neofobia al sabor durante el envejecimiento no patolégico depen-
deria de la variedad de la dieta y la variedad de sabores que se ha
probado a lo largo de los afios. Si estas experiencias con sabores han
sido reducidas debido a distintas razones es de esperar que la res-
puesta neofobica se mantenga durante el envejecimiento normal,
tal como ocurre en los animales de laboratorio generalmente. Por
ellos, las diferencias individuales inducidas por la experiencia previa
modificarian la respuesta neofdbica al sabor en estados mas avanza-
dos de la vida (6). Diferentes estudios con humanos encuentran re-
sultados conflictivos que concuerdan con lo expuesto, donde unos
si encuentran un incremento (77) y otros encuentran decremento
(78) en la neofobia al sabor a edades avanzadas.

La importancia que adquiere la experiencia previa con sabores
sobre la respuesta neofdbica en el envejecimiento recae en la forma
que esto afecta la dieta. La determinacion de las preferencias indi-
viduales de unos sabores frente a otros afecta de forma critica a la
eleccion de alimentos. Esto ocurre en dos direcciones, una direccion
implica que condiciones patoldgicas podrian afectar a las preferen-
cias de sabores modificando la dieta del paciente. Por otro lado, la
eleccion de alimentos influenciada por las preferencias de sabores
es crucial para una dieta variada. En caso contrario, una dieta poco
variada implica una mayor vulnerabilidad a desarrollar condiciones
patologicas. Ademas, aunque el sabor parece mantenerse intacto
durante el envejecimiento sano, no habria que descartar déficits de
memoria que podrian afectar al reconocimiento de sabores. Un en-
vejecimiento normal implica problemas de memoria relacionados
con la edad, como se ha comentado antes, afectarian selectivamen-
te a las memorias dependientes del sistema hipocampal y las areas
corticales relacionadas (6). Es esperable entonces que el reconoci-
miento de sabores se vea sujeto a un decaimiento durante el enveje-
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cimiento, incrementando la respuesta neofdbica por las dificultades
de identificar estimulos familiares como se ha encontrado en mode-
los animales (11).

e EFECTO DE LA EDAD SOBRE LA RESPUESTA NEOFOBICA EN MODE-
LOS ANIMALES

La investigacion en roedores es capaz de disociar los efectos del
envejecimiento y los de patologias asociadas a la edad ya que no pade-
cen enfermedad de Alzheimer Esta bien demostrado que los animales
al igual que los humanos muestran alteraciones al ejecutar tareas de
memoria y aprendizaje espacial en estadios mas avanzados de la vida.
Es por ello que el uso de roedores ha sido intensivamente utilizado
como modelo de envejecimiento cognitivo. Asi, ratas envejecidas en-
tre los 22 y 24 meses de edad muestran déficits en tareas tales como
laberinto en T, laberinto acuatico de Morris, y laberinto de Barnes
(79). Gran parte de la investigacion en la memoria de reconocimiento
se ha centrado en su modalidad visual, mostrando déficits a partir de
24 horas de retencion de la informacion, incluso con intervalos de
retencion mas cortos cuando se utilizan objetos complejos (80).

Sin embargo, cuando se trata de memoria de reconocimiento de
sabores las ratas envejecidas adquieren aversiones gustativas condi-
cionadas con mas facilidad y mas intensas que las ratas adultas. Asi,
adquieren aversiones mas intensas y resistentes a la extincion em-
pleando dilaciones entre la presentacion del EC y el El mas largas de
las soportadas en adultos (76). Una posible interpretacion es que la
experiencia previa con sabores novedosos permita que la respuesta
neofdbica en ratas envejecidas se pueda ver incrementada, siendo es-
tas mas sensibles a la novedad que las adultas tras haber tenido una
mayor experiencia con aversiones condicionadas previas a otros sa-
bores (10). Por otro lado, la respuesta neofébica a sabores desconoci-
dos también parece permanecer preservada en ratas envejecidas (76),
aunque el proceso de atenuacion de la neofobia se ve enlentecido,
requiriendo mas exposiciones al sabor que las adultas para atenuar
dicha respuesta neofébica inicial (11).
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e CAMBIOS CEREBRALES ASOCIADOS A LA EDAD

Las alteraciones comportamentales descritas a edades avanzadas
estan asociadas a alteraciones cerebrales morfoldgicas y funcionales. En
este sentido, se ha demostrado que la pérdida de volumen cerebral en
humanos (81) y ratas (82) llega acompaiiada de decaimiento cognitivo.
Cuando se produce, se observa pérdida de volumen y atrofia dendritica
selectivamente en estructuras importantes para la memoria tales como
el HCy la mPFC (83) afectando a la organizacion funcional y conectivi-
dad de los sistemas de memoria. Asimismo, el retraso asociado a la edad
en la atenuacion de la neofobia ha sido asociado a patrones alterados
de la actividad de la PrH (11), corteza piriforme (44) y NAcb (12) usan-
do la expresion de c-Fos como indice de actividad neuronal. Mientras
las ratas envejecidas muestran mas actividad que ratas adultas en PrH
(11) y NAcb Sh (12) tras la sexta exposicion a una solucion de vinagre,
cuando ya es familiar, en la corteza piriforme se encontré un incremen-
to general de su actividad no relacionado con la familiaridad (44).

Con respecto a la mPFC se ha demostrado que en distintas espe-
cies esta corteza es especialmente vulnerable a los efectos de la edad
(84, 85). En el cerebro humano, la actividad neuronal asociada a la
memoria se encuentra incrementada en la region dorsal de la mPFC
en adultos mientras que en ancianos se encuentra mas incrementada
en la region ventral de la mPFC (86). También en simios se ha demos-
trado que los déficits relacionados con la edad en la ejecucion de una
tarea DNMS son predichos por la densidad sinaptica y la media del
tamaiio de las espinas sinapticas esta en la PFC (87). En roedores se ha
encontrado que los déficits en la fase de extincion en un paradigma
de miedo condicionado corresponden a una dramatica reorganiza-
cion de la excitabilidad de la mPFC (88).

En conjunto la evidencia sugiere que la memoria de reconoci-
miento de sabores funciona de manera distinta a lo largo de la vida.
Sin embargo, poco se conoce sobre los mecanismos neuronales sub-
yacentes implicados con esta memoria en ratas envejecidas y qué
cambios estructurales se producen en las distintas areas implicadas.
Siendo la mPFC una de las areas mas afectadas por el envejecimien-
to, es interesante prestar especial atencion a la relacion entre esta sus
modificaciones funcionales a lo largo de la vida y la ejecucion en ta-
reas de memoria de reconocimiento de sabores.
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ADOLESCENCIA Y NEOFOBIA GUSTATIVA

Aunque la adolescencia en humanos se ve influenciada por cir-
cunstancias especiales debido a factores culturales, como los valores
sociales y las condiciones econdmicas, entre otros aspectos, identifi-
car las concomitancias de este periodo del desarrollo entre humanos
y otros mamiferos es crucial para desarrollar la investigacion en este
campo. Estas semejanzas en términos de la sintomatologia compor-
tamental y las caracteristicas neuronales y hormonales aportan su-
ficiente validez al desarrollo de modelos animales que emplean roe-
dores como herramienta de estudio de la adolescencia. Para poder
utilizar dichos modelos animales es necesario, previamente, entender
cual es la ventana de edad en la que este periodo ocurre en compa-
raciéon con humanos. Mientras que en humanos se considera que la
adolescencia se extiende desde los 12 a los 18 afos, en ratas se ha
establecido un rango que ocupa desde el dia postnatal (PND) 28 al 42
(PND28-42) (9). Este rango se ha establecido utilizando como criterio
la discontinuidades conductuales entre animales mas jovenes y adul-
tos, aunque también se apoya en otras medidas tales como la aper-
tura vaginal (89) o el aumento del nimero de espermatozoides (90).
Una vez establecida esta correspondencia entre humanos y la rata,
la investigacion sobre adolescencia ha procurado un gran volumen
de estudios comportamentales sobre las caracteristicas Unicas de esta
etapa del desarrollo madurativo.

e BUSQUEDA DE LA NOVEDAD Y CONDUCTAS DE RIESGO

Tanto en humanos, como en otras especies, durante el periodo
de la adolescencia se muestran comportamientos peculiares cdmo
el incremento de interacciones sociales con los iguales, aumento de
conductas de busqueda de la novedad y conductas de riesgo. Estos
rasgos parecen ser resultado de mecanismos evolutivos de supervi-
vencia que ayudan a los adolescentes abandonar la dependencia de la
infancia y alcanzar la independencia propia de la vida adulta.

En humanos, las interacciones sociales y las afiliaciones con com-
paneros de edades parecidas son especialmente relevantes durante
la adolescencia, proporcionando una fuente de experiencias positivas
que ayudan a desarrollar habilidades que facilitan alcanzar la inde-
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pendencia del nucleo familiar. Parece ser, que las interacciones socia-
les en este etapa ayudan también a guiar la eleccién de alimentos,
reduciendo el tiempo dedicado a localizar nutrientes necesarios y re-
ducir la probabilidad de ingesta de alimentos toxicos (91).

Respecto a las conductas de riesgo y la busqueda de la novedad,
en comparacion con otras edades, los adolescentes humanos mues-
tran una mayor busqueda de sensaciones y toma de riesgos, conduc-
tas con resultados potencialmente peligrosos para el propio indivi-
duo como el consumo de drogas, accidentes o suicidios. Aun asi, las
conductas de riesgo permiten alcanzar un arousal positivo provocado
por experiencias novedosas, complejas e intensas como ocurre con la
ingesta de drogas (9) que también tienen un valor adaptativo.

En otras especies también existen comportamientos de busqueda
de aspectos ambientales novedosos y arriesgados. Por ejemplo, ra-
tas dentro del periodo adolescente (PND28-42) muestran una mayor
exploracion de situaciones novedosas que ratas de otras edades (92
- 93). Ante estimulos novedosos presentados en un ambiente familiar
las ratas adolescentes muestran una mayor actividad locomotora in-
ducida por la novedad, mayor preferencia por la novedad y mas con-
ductas exploratorias en comparacién con adultos (94). Del mismo
modo, los ratones también muestran mayor exploracion de los brazos
descubiertos del laberinto en cruz (95) y otros numerosos estudios
encuentran una fuerte correlacion entre la preferencia por la novedad
y la impulsividad con la autoadministraciéon de estimulantes psico-
motores y su eficacia reforzante (96).

En contrapartida, los adolescentes parecen tener una respuesta
emocional mas intensa que los adultos a las propiedades estresantes
de un ambiente novedoso. Asi, las ratas evitan en mayor medida la
zona central potencialmente peligrosa durante la exploracion de un
campo abierto (97) o incrementan la velocidad al cruzarla en com-
paracion con adultas (98). La peculiar combinacion de bisqueda de
novedad y mayor reactividad ante sus connotaciones estresantes es
propia Unicamente de esta etapa de la vida y tiene un gran valor adap-
tativo ya que favorece la supervivencia durante la exposicion a situa-
ciones de riesgo asociadas a la busqueda de novedad que es necesaria
para alcanzar la independencia adulta. En conjunto, las conductas de
riesgo y la busqueda de novedad permiten a los adolescentes explo-
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rar lugares desconocidos, nuevos congéneres para el apareamiento y
nuevos alimentos sin depender del cuidado parental, creando asi una
representacion mas amplia del mundo y permitiendo aprender nue-
vas estrategias para su supervivencia en un ambiente cambiante que
les permita convertirse en adultos independientes.

e MADURACION CEREBRAL DURANTE LA ADOLESCENCIA

Durante la adolescencia se producen cambios criticos en los cir-
cuitos cerebrales que controlan funciones emocionales, cognitivas y
atencionales. Con respecto a las alteraciones propias de la adolescen-
cia en las respuestas ante la novedad son de destacar las modificacio-
nes que sufren los circuitos de recompensa que involucran proyeccio-
nes cortico-limbicas, estriado ventral, AMY, NAcb y PFC, ademas de la
inervacion dopaminérgica de estas estructuras.

Tanto el NAcc, AMY y la PFC se encuentran integrados en el cir-
cuito mesolimbico relacionado con la motivacién y la recompensa. En
este circuito el NAcc juega un papel como sustrato de los procesos de
recompensa implicados en motivar a los animales a escoger el curso de
acciones mas ventajoso para conseguir un resultado éptimo. La amig-
dala, en cambio, codifica el valor afectivo de los estimulos y envia esta
informacion a diferentes sistemas, incluido el NAcc, pero también al
tronco cerebral y los sistemas de respuesta implicados en evitar o ale-
jarse de situaciones negativas (99). Esta vision puede ser simplista ya
que actualmente se conoce que AMY (100) y NAcb (12 -101) también
participan en aprendizajes apetitivos. En todo caso, el papel que juegan
el NAcc y AMY en el uso de representaciones sobre el valor emocional
o utilidad de los reforzadores es util para guiar las respuestas conduc-
tuales a los estimulos. Asi, los cambios en el procesamiento de los resul-
tados pueden afectar directamente al comportamiento de evitacion y
contribuir a la toma de conductas de riesgo en los adolescentes (102).
De ahi que se prediga que los adolescentes muestren una sobreexci-
tacion del circuito mesocorticolimbico dopaminérgico que impulsa a
los adolescentes a la busqueda de la novedad vy el riesgo. Por ejemplo,
mediante resonancia magnética, se ha encontrado una mayor actividad
del NAcc en adolescentes humanos que en personas de otras edades en
una tarea de respuesta demorada con dos opciones (103). El sistema de
evitacion, por su lado, se muestra menos sensible a las consecuencias
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negativas de la conducta ya que AMY experimenta cambios durante
la adolescencia que consisten en una menor actividad c-Fos en esta es-
tructura bajo condiciones estresantes (104).

Especial relevancia cobra la PFC, una de las areas que debido a su in-
teraccion con otras estructuras, juega un papel principal en la atencion,
la toma de decisiones, la regulacion emocional e inhibicién de conductas,
funciones criticas para las conductas de riesgo/recompensa (9, 105-107).

La evidencia indica que esta corteza esta sujeta a cambios du-
rante la adolescencia. En cerebros humanos se ha demostrado que es
de las ultimas regiones en las que se produce la mielinizacion de sus
neuronas y la poda sindptica, lo que reduce la densidad sinaptica y el
volumen de sustancia gris para facilitar la actividad prefrontal madura
propia del adulto (108). En ratas, el periodo de la adolescencia esta
marcado por un fuerte incremento en la conexién entre AMY y PFC,
que se corresponde con la maduracion del control emocional y los
procesos implicados en la toma de decisiones.

Asi, este periodo del desarrollo, lainmadurez del sistema nervioso
central podria explicar estas conductas propias de la adolescencia.

e ADOLESCENCIA Y MEMORIA DE RECONOCIMIENTO VISUAL

En cuanto a la memoria de reconocimiento, parece ser que en la
modalidad visual las ratas adolescentes realizan la tarea de NOR con
el mismo rendimiento que ratas adultas. Multiples estudios han usa-
do la tarea de NOR como parte de una bateria de pruebas comporta-
mentales en ratas adolescentes. Los resultados Esto han demostrado
peor ejecucion esta en ratas adolescentes con déficits neurocogniti-
vos debidos a deficiencias de hierro en el periodo perinatal (109) o
por alteraciones del ritmo circadiano (110). Sin embargo Reger et al.
(111) han demostrado que la ejecucion de esta tarea en ratas ado-
lescentes sanas es similar a la de ratas adultas. Mientras ratas prea-
dolescentes recién destetadas (PND20-23) que reconocen el objeto
novedoso cuando el tiempo de retencion entre la adquisicion y la
prueba de memoria era menor (15 min y 1h), empeoran su ejecucion
si se aumenta la demoras (24h y 48h), sin embargo, la ejecucion de
ratas adolescentes (PND29-40) no difiere de las adultas (PND+50) en
periodos de retencion de 24 horas. Ninguno de los grupos de edad
reconoce el objeto familiar tras 48 horas de retencion.
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Los autores proponen que esta mejora en la ejecucion de las ra-
tas adolescentes y adultas frente a las recién destetadas parece coin-
cidir con el fin de la neurogénesis y sinaptogénesis producida en el
giro dentado del complejo hipocampal. Otra de las interpretaciones
que aportan se basa en el avanzado estado de maduracion de la PrH
durante la preadolescencia, lo que soportaria la memoria del objeto
durante intervalos de retencion cortos (111). El distinto curso de ma-
duracion durante la adolescencia tanto de la PFC como sus conexio-
nes con otras areas relacionadas con la memoria de reconocimiento
puede explicar estos déficits de retencion.

o ADOLESCENCIA Y MEMORIA DE RECONOCIMIENTO DE SABORES

Con respecto a la memoria de reconocimiento en su modalidad
gustativa, la investigacion sobre su desarrollo durante la adolescen-
cia es escasa. Estudios previos que han registrado una respuesta neo-
fobica reducida en ratas adolescentes (9, 112) que se ha asociado al
incremento en la busqueda de la novedad propio de la adolescencia.
Por otra parte, resultados de otras investigaciones han mostrado que
la habilidad de adquirir aversiones a concentraciones bajas de cloruro
sodico ocurren ya desde el PND32 (113). Esto coincide con experi-
mentos previos en los que se produjo aversion a soluciones saladas
inducida por LiCl a edades tempranas (114). A pesar de la poca in-
formacién existente, si que se conoce que durante la adolescencia
se incrementa la ingesta de comida, lo que se ha asociado al rapido
crecimiento durante este periodo. Este consumo exacerbado es parti-
cularmente evidente con sabores palatables, ya que, en comparacion
con ratas adultas, las adolescentes consumen mas soluciones dulces
con propiedades caldricas como leche condensada (115). Asimismo,
las ratas adolescentes consumen en mayor medida que las ratas adul-
tas una solucion de sacarosa (1%) en comparacion con el consumo
de agua en un test de eleccion durante 14 dias (116). Probablemente,
esta preferencia por sabores altamente palatables como el dulce se
muestre exacerbado por la necesidad de nutrientes para un sano cre-
cimiento en esta etapa. Sin embargo, no existen estudios que exploren
el consumo de adolescentes de sabores que no estén acompanados
de propiedades calodricas.
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Teniendo en cuenta la reorganizacion cerebral que ocurre en esta
etapa asociada a las conductas de busqueda de novedad y toma de
riesgos explorar la evolucion de la respuesta de neofobia a un sabor
sin propiedades caldricas y su atenuacion en ausencia de consecuen-
cias durante la adolescencia representa una oportunidad para estu-
diar la formacion de la memoria de reconocimiento de sabores.
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Capitulo 3

Aproximaciones terapéuticas innovadoras
en la esclerosis multiple

SARROU, Y., RODRIGUEZ-FERRER, J. M.

RESUMEN

La esclerosis multiple (EM) es una enfermedad neurodegenerati-
va y desmielinizante que afecta al sistema nervioso central en la que,
a pesar de la variabilidad clinica, la mayoria de los pacientes suele
evolucionar a un estado de disfuncion neurolégica progresiva de mal
prondstico. En la etiopatogenia de la EM estan implicados multiples
factores y mediadores, haciendo de la EM una enfermedad compleja
sin un tratamiento curativo, disponiendo actualmente de una amplia
gama de tratamientos modificadores de enfermedad con dianas te-
rapéuticas variables pero con escasa eficacia a larga plazo. El objetivo
del presente trabajo ha sido llevar a cabo una revision bibliografica en
las principales bases de datos sobre las opciones terapéuticas actuales
y futuras de la EM. Los resultados muestran 4 tipos de terapias: farma-
coldgica, con células madre, remielinizante y génica. La terapia far-
macoldgica es la mas usada para modificar el curso de enfermedad, y
dentro de ella, encontramos los agentes inmunomoduladores, como
el IFNB, el fingolimod y el glatiramer acetato, y la terapia bioldgica,
con agentes que actuian sobre mediadores especificos de la patogenia,
destacando como prometedores al ofatumumab, al ublituximab vy al
ocrelizumab, siendo este ultimo el primer farmaco aprobado para las
formas progresivas. En la terapia con células madre, destaca el uso
de células madre hematopoyéticas y células madre mesenquimales,
teniendo estas un gran potencial, pues cumplen una acciéon inmu-
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nomoduladora, neuroprotectora y neuroregenerativa. En la terapia
remielinizante, se han encontrado mediadores y vias claves en el pro-
ceso de desmielinizacion/remielinizacién, como el Lingo-1, y se estan
estudiando farmacos que actuen sobre estas vias como el opacinu-
mab. La terapia génica intenta actuar sobre la epigenética con el fin de
modificar determinados procesos alterados en la EM, con resultados
prometedores en ensayos preclinicos. En conclusion, la EM es una en-
fermedad con gran impacto en la vida de los pacientes afectados que
ha de ser abordada de manera multidisciplinar e individualizada para
cada uno de ellos.

Palabras clave: esclerosis multiple, nuevas terapias en EM, células
madre, remielinizacion, epigenética

INTRODUCCION

La esclerosis multiple (EM) es una enfermedad neurodegenera-
tiva desmielinizante del sistema nervioso central (SNC) de etiologia
desconocida y con una gran multifactoriedad en su patogenia. La EM
se caracteriza por sintomas asociados a la desmielinizacion focal o
multifocal del SNC. En su inicio predominan las alteraciones en la sen-
sibilidad somestésica en forma de parestesias (45%), con sensacion
de acorchamiento de uno o mas miembros debido a afectacion del
haz espinotalamico y sensacion de banda constrictiva por afectacion
del corddn posterior; alteraciones motoras (40%), como debilidad y
pérdida de fuerza en uno o mas miembros y alteraciones troncoence-
falicas (25%), como disartria y disfagia. En fases mas avanzadas predo-
minan los sintomas motores, seguidos por los sensitivos, y aparecen
sintomas cerebelosos y disminuyen los troncoencefalicas. Asimismo,
en esta fase de la enfermedad es frecuente la aparicion de neuritis
optica y de alteraciones cognitivas que afectan la memoria y el razo-
namiento conceptual (1).

La prevalencia de la EM varia en funcion de la zona geografica,
de modo que encontramos una elevada prevalencia en Europa y en
EEUU, con alrededor de 100 casos/100.000 habitantes, a diferencia
de lo que ocurre en el este asiatico y en africa subsahariana, donde
encontramos una prevalencia de 2 casos/100.000 habitantes (2). Esta
diferencia de la prevalencia en funcion de la zona geografica se ha
relacionado con diversos factores ambientales que, actuando sobre
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una base genética predeterminada, favorecen el desarrollo de la en-
fermedad. Asi, se ha demostrado una mayor incidencia de EM en su-
jetos que viven en latitudes altas y con deficiencia de vitamina D, en
personas que han padecido infeccion sintomatica por el virus de Eps-
tein-Barr, y en fumadores (3-8).

La EM es una enfermedad que, ademas de su clinica variada,
muestra diferencias en la presentacion de los sintomas y en la evolu-
cion de la enfermedad (9-11). La EM se puede clasificar en tres tipos
principales:

La EM remitente-recurrente (EMRR). Representa la forma mas
frecuente de presentacion de EM, afectando al 85-90 % de los pacien-
tes. Esta forma de presentacion se caracteriza por desarrollarse bajo
la forma de brotes agudos con clinica neurolégica mas o menos rever-
sible, dejando cada vez mas secuelas funcionales. La EM secundaria-
mente progresiva (EMPS). Entre un 25-50% de pacientes con EMRR
desarrollan esta forma clinica, que se caracteriza por un deterioro
gradual del individuo, generalmente en mesetas y con brotes en un
menor espacio de tiempo y que ocurre a partir de los 10-20 afios del
inicio de los sintomas. Suele ser un diagnostico retrospectivo. Y la EM
primariamente progresiva (EMPP). Entre un 10-15% de pacientes ini-
cia la clinica bajo esta forma clinica, que se caracteriza por aparecer
a mayor edad, afectar generalmente mas a hombres, lo que hace que
sea igualmente de frecuente en hombres y mujeres. Se caracteriza por
presentar un deterioro gradual y progresivo desde el inicio de la cli-
nica, con mayor o menor nimero de recaidas. Los pacientes suelen
iniciar la clinica con un sindrome medular con paraparesia espastica y
sin un nivel sensitivo claro.

La EM, al igual que la mayoria de procesos autoinmunes, es mas
frecuente en el sexo femenino. Ademas , ultimamente se esta detec-
tando un aumento en la incidencia de EM y mas a favor del sexo fe-
menino, lo que parece esta ligado a un factor hormonal y no sélo a un
factor intrinseco ligado al cromosoma X (12-13).

Desde el punto de vista genético, la mayor asociacion que se ob-
serva con la enfermedad esta en relacion con los tipos de HLA. Asi,
se ha asociado desde siempre la relacion entre el HLA-DR2 (HLA-
DRB1*15) y el desarrollo de EM en el norte de Europa (14-15), aunque
ultimamente se han detectado nuevos haplotipos relacionados con
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la enfermedad en mayor o menor magnitud y con efecto variante en
cuanto al desarrollo de enfermedad (2). Ademas, se llevd a cabo un
estudio de asociacion del genoma completo con el fin de detectar
alelos potencialmente asociados con el riesgo de desarrollar EM, por
lo que se utilizé la tecnologia de DNA microarrays, lo que permitid
examinar una gran parte de variaciones comunes en el genoma hu-
mano, detectando asi un conjunto de polimorfismos ,entre los que
se encuentran algunos de genes que codifican las cadenas de IL2Ra
e IL7Ra, respaldando asi la idea de que los polimorfismos en genes
relacionados con la respuesta inmune juegan un papel importante en
la patogenia de la EM (16).

e PATOGENIA

La EM se define como una enfermedad que cursa con inflamacién
cronica, desmielinizacion y dafio axonal de etiologia multifactorial,
en la que, ademas del terreno genético favorable y la implicacion am-
biental, la patogenia incluye un fuerte componente inmune respon-
sable tanto del inicio, como del mantenimiento y el progreso de la
enfermedad. Asi, las principales células del sistema inmune implica-
das son elementos de la inmunidad innata y adaptativa, entre las que
encontramos T CD8+, las células T CD4+ Th1, Th17, macréfagos, asi
como células B y células plasmaticas, aunque estas Ultimas en nive-
les mucho inferiores, conduciendo todo esto a un ataque autoinmu-
ne frente a las proteinas constituyentes de las placas de mielina, que
se comportan como autoantigenos, como son: la proteina basica de
mielina (MBP), la proteina proteolipidica y la glicoproteina oligoden-
drocitica de mielina (ver fig.1). Esto conlleva a lesiones perivenulares
inflamatorias que producen el sello distintivo de la EM, las placas des-
mielinizantes (17-20).

Asi, cronoldgicamente, se propone que la EM se inicia con una
activacion de las células inmunes propias del SNC, la microglia (21),
de manera que se produce una liberacion de citoquinas, quimioqui-
nas, asi como una regulacion al alta del complejo mayor de histocom-
patibilidad (MHC) 1y 2, provocando asi la migracion por la barrera
hematoencefalica (BHE) del resto de células inmunes implicadas, in-
filtrandose en el SNC y liberando citoquinas, 6xido nitrico y meta-
loproteinasas (MMPs), provocando asi la destruccion de la placa de
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mielina (22-23). A gran escala, la EM se desarrolla en 2 etapas funda-
mentales, de manera que al principio se produce un dafo de las pla-
cas de mielina a nivel del SNC, lo que posteriormente conduce a una
inflamacioén crénica que acaba destruyendo la BHE, permitiendo asi la
entrada de las células inflamatorias ya citadas.

Acute white-matter lesions — immunologic patterns Chronic white-matter lesions

Degeneration of
inner myelin loops Remyelinated

Figura 1. Diferentes patrones lesivos en EM (18).

Por otro lado, multiples estudios han demostrado que la desmieli-
nizacion axonal no puede explicar por si sola el espectro clinico desa-
rrollado en la EM. Asi, estudios de imagen con resonancia magnética
(RM) en cerebros post mortem han llegado a la conclusion que el dafio
axonal representa el evento primario que conduce a la aparicion del
espectro clinico asociado a la EM (25-26). En relacion al dafio axonal
nombrado, las principales células inflamatorias implicadas son los lin-
focitos CD8+ y su reconocimiento del MHC de clase 1, de manera que
tienen una correlacion directa con el acimulo de proteina precursora
de amiloide, que representa en si un marcador del dafio axonal agudo;
asimismo, cabe nombrar en la patogenia de este proceso a la perfori-
na, que es el principal mediador liberado por los CD8+ provocando el
dafo axonal (27-29).
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La transmigracion de células autorreactivas desde la periferia al
SNC a través de la barrera hematoencefalica se produce gracias a la
interaccion del VLA-4 presente en la superficie de linfocitos T con el
VCAM (molécula de adhesion celular vascular) presente en el endo-
telio vascular (30), interviniendo en la eficacia de este proceso gran
cantidad de mediadores liberados por las células inflamatorias. Una
vez a nivel del SNC, las células T autorreactivas interactian con los
autoantigenos por medio del MHC expresado por células presenta-
doras de antigenos locales. De esta forma, basandose en estudios en
animales, donde se simula la EM con encefalitis autoinmune experi-
mental (EAE), se mantiene que la accion de los CD4+ Th1, y su libe-
racion de TNF, IL2 e IFNy resultan clave en la patogenia inflamatoria
de la enfermedad, al igual que los linfocitos T CD4+ Th17, que liberan
IL17 (31). Por otro lado, los linfocitos CD8+ parecen implicados en la
lesion directa axonal por su accion directa sobre axones y oligoden-
drocitos (32-33).

DIAGNOSTICO

Actualmente, el diagnostico se basa en la combinacién de la clini-
ca desarrollada con técnicas de neuroimagen, fundamentalmente la
resonancia magnética, asi como el analisis del liquido cefalorraquideo
y estudios de potenciales evocados.

La resonancia magnética (RM) sirve para detectar lesiones des-
mielinizantes, observando de esta forma lesiones hipercaptantes
en secuencias T2 en el 95% de los casos junto con captacion de ga-
dolinio en RM con contraste en secuencias T1. Asimismo, la RM es
fundamental para establecer los criterios de diseminacion temporal
(DIT) y espacial (DIS). La DIT se demuestra por la aparicion de una
nueva lesién hipercaptante en T2 o captante de gadolinio en T1, con
respecto a una resonancia magnética basal, independientemente del
tiempo en el que se realizé la resonancia magnética basal; asi como la
presencia simultanea de lesiones asintomaticas hiper e hipocaptantes
de gadolinio. Por otro lado, la DIS se caracteriza por la presencia de
1 0 mas lesiones hipercaptante en T2 que afecten al menos a 2 de las
siguientes 4 zonas del SNC: yuxtacortical, periventricular, infratento-
rial y médula espinal. El realce de gadolinio en T1 no es necesario para
establecer una DIS (9).
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El analisis del liquido cefalorraquideo representa una de las prue-
bas utiles para afianzar mas el diagnostico de EM, informando sobre el
estado inflamatorio del SNC'y de la situacion de la barrera hematoen-
cefalica. El liquido cefalorraquideo de un paciente con EM suele pre-
sentar una ligera pleocitosis que no supera generalmente las 50 cél/
mm?, principalmente linfocitos T, asi como suele presentarse como
una hiperproteinorraquia inferior a 110mg/dl. No obstante, lo mas
especifico es la presencia de un indice de IgG elevado ([IgG, . /IgG, 1/
[albimina, /albimina ], generalmente entre 0.7 y 4, asi como la
presencia de 2 o mas bandas oligoclonales (BOG) de IgG en liquido
cefalorraquideo y no en suero, que suele estar presente en alrededor
el 90 % de los casos. Ultimamente, se estan realizando estudios para
detectar nuevos marcadores prondsticos, como las BOG de IgM, que
parece que se asocia a un peor prondstico para el paciente (34-37).

Los potenciales evocados determinan el correcto funcionamiento
o afectacion de las vias nerviosas, aunque no hayan dado clinica toda-
via. Entre ellos, Unicamente los potenciales visuales han demostrado
su utilidad para el diagnéstico de EM, encontrando asi una disminu-
cion de su amplitud y un aumento de la latencia, manteniendo su
morfologia habitual (36).

OPCIONES TERAPEUTICAS EN LA EM

En este apartado de la revision llevada a cabo, se abordaran fun-
damentalmente las terapias y los farmacos modificadores del curso
de enfermedad, que representan un apartado de continuo éxito en la
historia de la enfermedad.

o AGENTES INMUNOMODULADORES

Tal y como se ha expuesto, la EM se define como una enfermedad
inmunomediada en la que la inflamacion crénica juega un papel fun-
damental en su patogenia. Por esta razon, uno de los primeros farma-
cos modificadores de enfermedad que se aprobé para el tratamiento
de EM fue el IFN-B en 1993, que se presenta como un farmaco de efi-
cacia baja/moderada, pero que presenta muy buena tolerancia para
los pacientes, por lo que se utiliza fundamentalmente en EM remi-
tente-recurrente (EMRR), disminuyendo las recaidas en un 30%, con
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menor eficacia en EM secundariamente progresiva (EMSP) (38,46). Su
mecanismo de accidén no esta del todo bien conocido, pero se man-
tiene que actua promoviendo la accion de las células T reguladores y
la sintesis de citoquinas por parte de células Th2 (IL4,IL5, etc.), a la vez
que actua disminuyendo la sintesis de citoquinas proinflamatorias, la
expresion del MHC 1y con ello la presentacion de antigenos, la reac-
tividad de células CD4+ a la proteina basica de la mielina, asi como
la estabilizacion de la barrera hematoencefalica mediante la inhibi-
cion de las MMPs, disminuyendo con ello el paso de células T al SNC
(39-43). Ademas, estudios recientes han dado a conocer que el IFN-3
actla destruyendo a las células B memoria induciendo su apoptosis
mediante el mecanismo FAS-FASL, siendo este un efecto importante
en la patogenia pues se mantiene que una de las razones por las que
no se consigue una remision total es por la persistencia de de células
B memoria (44), asi como parece ejercer una accion neuroprotectora
(45). La evidencia de la eficacia del IFN-3 en EM fue demostrada a lo
largo de estos afios por multiples ensayos de fase Ill, que demostraron
como el IFN-B disminuia las recaidas (30%), y probablemente su se-
veridad, asi como retardaba la progresion de la enfermedad (46-48).
Por otro lado, encontramos el glatiramer acetato (GA), que fue
desarrollado por Selay colaboradores y aprobado para su uso en 1996.
En cuanto a su efecto inmunomulador en la patogenia de EM, se sos-
tiene que el GA actuia ocupando los MHC Il y probablemente MHC
|, compitiendo con la unién de otros antigenos; actia uniéndose al
receptor de células T especificas de multiples antigenos mielinicos,
de manera que estas células se vuelven anérgicas y pueden cambiar
sus propiedades, como, por ejemplo, su potencial migratorio; induce
un cambio de células Th1 a células Th2, de manera que al entrar en
contacto con productos de mielina actian liberando citoquinas anti-
inflamatorias, y la accion proinflamatoria se ve reducida por un efecto
supresor, y finalmente, también estimula la sintesis de factores neu-
rotroficos, como el factor neurotréfico derivado del cerebro (BDNF)
(49-54). Ademas, al igual que el IFN-f3, el GA es un farmaco considera-
do de eficacia baja/moderada, y multiples ensayos demostraron que
inducia una disminucion de recaidas en EMRR de un 30%, pero en
comparacion con el anterior, se observa una disminucion poco signi-
ficativa en el progreso de la enfermedad, o sea, que cuando existe una
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carga lesional determinada por RM, se ve una mayor limitacion en el
progreso de enfermedad con el IFN-3 que con GA (55-58).

Otro de los agentes inmunomoduladores reciente aprobado para
su uso en EM es el dimetilfumarato (DMF), que actua disminuyen-
do la migraciéon de células infamatorias a través de la barrera hema-
toencefalica, y activando el factor nuclear eritroide (Nrf2), llevando
a cabo una accién neuroprotectora gracias a su accién antioxidativa
incrementando los niveles de glutation y disminuyendo la secrecion
de citoquinas proinflamatorias (59-60). Ademas, se ha observado ul-
timamente que en su accion inmunomoduladora también interviene
la activacion de la via HCA2/GPR109A, provocando una regulacion
a la baja del sistema inmune, disminuyendo con ello la secrecion de
componentes inflamatorios (61). También actta sobre la inhibicion
del Nf-kB y sobre las células natural killer (NK). El DMF es considerado
un farmaco de eficacia moderada, con una disminucién de las recai-
das en alrededor un 50%, aunque su accion en evitar la progresion de
la enfermedad resulta ser poco significativa, a pesar de generar una
gran disminucion en la actividad en la resonancia magnética (62-64).
Actualmente, se esta llevando a cabo en ensayo clinico (FUMAPMS)
para valorar la eficacia del DMF en EMPP (65).

Otro farmaco es el fingolimod que actia como un modulador
del receptor esfingosina-1-fosfato (S1P) tipo 1, de tal forma que actua
como un super agonista del receptor uniéndose al mismo y provo-
cando su internalizacion y su degradacion, disminuyendo asi la entra-
da de linfocitos T reactivos al SNC, manteniéndose localizados en los
nddulos linfaticos, pues la seiial mediada por el S1P es necesaria para
estimular la salida de una determinada poblacion de linfocitos T, los
que expresan el receptor de quimioquinas 7 (CCR7), mientras que la
otra poblacion de linfocitos no se ve afectada, por lo que produce un
cambio en la poblacién linfocitaria a nivel periférico (66-67). Ademas,
estudios recientes demuestran que, ademas de su accion sobre el re-
ceptor S1P tipo 1, también actua sobre otros receptores S1P, tipos 3, 4
y 5, en menor medida, modulando asi a largo plazo multiples efectos
en el sistema inmune innato, asociado también a una disminucion en
el cociente Th1/Th17 y un aumento de la poblacién antiinflamatoria
Th2 (68-69). De esta forma, el fingolimod fue aprobado por la FDA
en 2010, convirtiéndose asi en el primer farmaco oral para la EMRR,
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considerandose un farmaco de eficacia moderada, observandose asi
en los ensayos FREEDOMS1 y FREEDOMS2 una disminucion en el
porcentaje de recaidas de alrededor un 55% y una disminucién en la
actividad en resonancia magnética de un 75%, con un porcentaje no
significativo en la detencion de la progresion (70-71).

Otro de los farmacos por via oral utilizados en el tratamiento de
la EMRR es la teriflunomida, aprobado por la FDA en 2012, cuyo me-
canismo de accion principal consiste en la inhibicion de la dihidroo-
rotato-deshidrogenasa, que es una enzima mitocondrial fundamental
en la sintesis de novo de pirimidinas, y altamente expresada por los
linfocitos proliferativos, de tal forma que se observa una disminucion
de los linfocitos activados a nivel periférico, impidiendo de esta forma
su paso por la barrera hematoencefalica y su acceso al SNC. El resto
de poblaciones no se ven afectadas. Ademas, la teriflunomida actua
disminuyendo la sintesis de citoquinas proinflamatorias y aumenta la
liberacion de las antiinflamatorias (72-73). LA teriflunomida se con-
sidera un farmaco de eficacia moderada en el tratamiento de EMRR,
con una disminucion de recaidas de 37-32% y una disminucién en la
progresion de enfermedad entre 30-33% (74-75).

e TRATAMIENTOS BIOLOGICOS CON ANTICUERPOS MONOCLONALES

Esta seccion, la comenzamos con el Natalizumab, que es un an-
ticuerpo 1gG4 humanizado dirigido frente a la integrina a4, que es
una integrina situada en la membrana de multiples células inflama-
torias, interactuando de esta forma con el VCAM-1, o molécula de
adhesion celular vascular endotelial, y permitiendo su adhesion y mi-
gracion transendotelial. Asi, al bloquear esta integrina, disminuye el
numero de linfocitos activados, fundamentalmente CD4+, dentro del
SNC, pues se impide su paso por la barrera hematoencefalica (76). La
primera aprobacion del natalizumab fue dada en 2004 por la FDA,
considerando al natalizumab como un farmaco de eficacia elevada
en el tratamiento de EMRR. No obstante, fue rapidamente eliminado
del mercado debido a que surgieron 3 casos de leucoencefalopatia
multifocal progresiva asociados al mismo, que es una enfermedad
provocada por el virus JC, aunque posteriormente fue reintroducido
al mercado por la misma agencia con el argumento de que los be-
neficios asociados superaban los riesgos asociados si seguian deter-
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minadas pautas, como puede ser el cambio a otros farmacos tras 24
meses de tratamiento, la estratificacion adecuada del riesgo de infec-
cion segun una serie de criterios clinicos y serologicos, requiriéndose
estudios a gran escala para verificar adecuadamente su perfil de segu-
ridad. Actualmente, mas de 600 casos de leucoencefalopatia multifo-
cal progresiva asociados al natalizumab han sido reportados (77-79).
Asi, de acuerdo con el ensayo clinico AFFIRM, el natalizumab actda
reduciendo las recaidas en un 68%, disminuyendo la progresion de
enfermedad en un 54% y la actividad en la resonancia magnética en
un 83% (80).

Por otro lado, disponemos actualmente de los anticuerpos anti
CD20, que es un marcador que forma parte de los linfocitos B, que,
como expusimos anteriormente, juegan un papel fundamental en la
patogenia de la EM. Ultimamente, también se ha visto que las células
T expresan este marcador (CD3+*CD20™), que, a pesar de descono-
cer todavia el papel especifico que juegan en la patogenia de la EM,
presuponiendo una accion proinflamatoria, se deduce que su blo-
queo por parte de estos farmacos también influye en la mejoria del
curso de enfermedad.

Entre estos, destaca el rituximab, que es un anticuerpo quimérico
usado extensamente en multiples enfermedades, fundamentalmente
procesos hematoldgicos malignos y en enfermedades autoinmunes,
siendo asi considerado, junto con los siguientes, un farmaco de efi-
cacia elevada en la EMRR, con una disminucion de las recaidas de un
40% y una disminucion de la actividad en la resonancia magnética de
un 91% (81-83).

Otro de los antiCD20 es el ofatumumab, que es el primer anti-
cuerpo IgG1 totalmente humano utilizado en EM. Recientemente, es-
tudios de cristalografia de rayos X han demostrado que los antiCD20
se unen a epitopos diferentes en su diana, lo que parece condicionar
una serie de modificaciones en cuanto la eficacia y el efecto clinico
del farmaco (84),de manera que para el ofatumumab parece ser que
conlleva a una mayor deplecién de células B mediante citotoxicidad
dependiente del complemento y de anticuerpos, lo que determino
que, en un ensayo en fase Il, en el que se administraba por via IV, se
observase una disminucion de la actividad en la resonancia magné-
tica de mas del 90%, siendo muy bien tolerado, con presencia de re-
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acciones cutaneas en la zona de inyeccion 85. No obstante, en otro
estudio de fase Il realizado (MIRROR), en el que se administraba el
farmaco por via subcutanea, se obtuvo una disminucion en actividad
en resonancia magnética en un 65% si se tenian en cuenta todas las
dosis usadas en los distintos grupos del estudio desde el inicio del
estudio hasta la semana 12, mientras que un analisis post HOC se es-
timo una reduccion mayor del 90% de la actividad entre las semanas
4-12 para cada dosis >30mg (86), resultando interesante en este es-
tudio que incluso las dosis que no llegaban a provocar una deplecion
completa de las células B circulantes lograban efectos terapéuticos
considerables. Recientemente, se han llevado a cabo dos ensayos de
fase Il (ASCLEPIOS 1y II) en los que se comparaba la administracion
subcutanea de ofatumumab con teriflunomida, observando asi una
reduccion en la actividad en resonancia magnética de un 97% vy de
un 93% en el primer y segundo estudio, respectivamente. Ademas, se
observé una reduccion en la progresion de enfermedad de un 34%,
siendo bien tolerado con reacciones en la zona de inyeccién como el
efecto indeseable mas comun (87). Se estima que el ofatumumab sea
aprobado para el tratamiento de la EMRR en 2020.

Anadido a los anteriores, encontramos el ocrelizumab, que es un
anticuerpo IgG humanizado que actia uniéndose en el mismo locus
que el rituximab en la molécula CD20 (large loop), y actiia provo-
cando una deplecién de células B por citotoxicidad dependiente del
complemento, aunque su mecanismo fundamental es la citotoxici-
dad dependiente de anticuerpos. En dos ensayos en fase Ill (OPERA |
y 1), en los que se comparaba durante 96 semanas la administracion
de ocrelizumab con la de IFN-B en pacientes con EMRR, se obtuvo
una disminucion de en la actividad en resonancia magnética en T1
de un 94 y 95%, respectivamente, asi como una disminucién en las
recaidas en un 46 y 47%. También se obtuvo una disminucion en la
progresion de enfermedad y no se detectaron efectos adversos ma-
yores (88). Asimismo, se llevd a cabo otro ensayo en fase Il en el que
evaluaba el efecto del ocrelizumab en pacientes con EMPP, obtenien-
do resultados gratificantes, de manera que se obtuvo una reduccion
del 3.4% en actividad de resonancia magnética en T2 en el grupo del
ocrelizumab y un incremento del 7.4% en el grupo placebo, asi como
se obtuvo una disminucion en la progresion de enfermedad a los 3
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meses del 24% comparado con el grupo placebo. No hubo diferencias
significativas en la aparicion de efectos adversos, siendo las reacciones
cutaneas lo mas comun, pero en el grupo del ocrelizumab se detec-
taron procesos malignos asociados, como cancer de mama, aunque
se requieren estudios a largo plazo para evaluar correctamente este
riesgo (89). Teniendo esto en cuenta, la FDA aprobé el ocrelizumab
como tratamiento para la EMRR, asi como lo aprobé como el primer
farmaco indicado para la EMPP.

Para finalizar con los antiCD20, recientemente se esta usando el
ublituximab, que es un anticuerpo quimérico en el que se estan reali-
zando ensayos en fase Il con resultados esperados en 2021, pero que
dio resultados positivos en ensayos en fase Il previos, en el que se ob-
servo un 100% de disminucién de actividad en la resonancia magnéti-
caen T1yun 10% en T2, con una tasa de recaidas del 0.07 y ausencia
de efectos adversos severos (90-92). En la figura 4 se observan los epi-
topos de union de los antiCD20.

Otro de los anticuerpos utilizados es el alemtuzumab, que en un
IgG1 humanizado que actia bloqueando la molécula CD52, expre-
sandose fundamentalmente en linfocitos By T, y en menor medida,
en monocitos, macréfagos y eosinoéfilos, siendo importante el dato
de que esta molécula no se expresa en las células madre hematologi-
cas. La CD52 parece estar implicada en la migracion de células T, asi
como coestimuladora de linfocitos CD4+, aunque se requieren estu-
dios mas exhaustivos para determinar adecuadamente su mecanismo
de accion (93). El alemtuzumab, de acuerdo con los ensayos en fase
[l realizados, provoca una disminucion de recaidas entre un 55-48%.
No obstante, se detectd que alrededor del 30% de los pacientes desa-
rrollaban enfermedades autoinmunes secundarias tras el tratamiento,
fundamentalmente afectacion tiroidea, sindrome de Goodpasture,
trombocitopenia, etc (58-94). Un estudio de seguimiento del ante-
rior durante 5 aflos proporcion6 una evidencia de clase 3 acerca de la
eficacia y la disminucion de atrofia cerebral a lo largo de 5 afos (95).
Fue aprobada por la FDA en 2014, pero dados sus efectos adversos,
Unicamente se usa cuando fallan dos o0 mas tratamientos previos me-
Nos NOCivos.

Finalmente, para acabar con las terapias bioldgicas, cabe nombrar
al daclizumab, que es un anticuerpo humanizado dirigido a la mo-
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lécula CD25, subunidad a del IL-2R, de tal forma que al bloquearlo
actua evitando la proliferacion de los linfocitos T efectores autorreac-
tivos. No obstante, se ha visto que este efecto por si solo genera una
deplecién escasa de esta poblacion, por lo que buscando alternativas
se ha visto que se produjo un aumento de células NK CD56+ con gran
actividad citotoxica, destruyendo asi a las células T autorreactivas por
apoptosis gracias a la accion de granzima K liberada por las mismas,
asi como una reduccion de células inductoras linfoides que parece
que cumplen un papel en la patogenia de la EM, pues favorecen la
creacion de foliculos linfoides ectopicos intrameningeos, afiadiendo
como otro de los efectos provocados por el bloqueo del CD25 la dis-
minucion de células T reguladoras, CD4+, CD25+ y FoxP3+, en un
40% ,lo que hizo pensar que la disminucion de estas células funda-
mentales en la tolerancia y regulacion del sistema inmune favorecia
la aparicion de procesos autoinmunes asociados al tratamiento con
daclizumab (96). En un ensayo en fase 3 realizado, en el que se com-
paraba la administracion subcutanea de daclizumab con la adminis-
tracion de IFN-B1a en grupo control, se observo una disminucion del
45% de las recaidas en comparacion con el otro grupo, asociada a una
disminucién en la actividad en la resonancia magnética del 54%, sin
observar ningun efecto significativo en la reduccion de la progresion
de enfermedad (97). A pesar de que los estudios de extension realiza-
dos se inclinaron mas por un perfil de seguridad con escasos efectos
adversos y por una eficacia mostrada mantenida a lo largo de unos
anos (98-99), la aparicion de ciertos eventos adversos mayores, fun-
damentalmente autoinmunes, como son la aparicion de hepatitis au-
toinmune fulminante y de encefalitis, asi como otros procesos, como
sarcoidosis sistémica, hizo que el daclizumab, aprobado por la FDA en
2016, sea puesto en duda por las agencias el medicamento, dejandolo
en el algoritmo terapéutico como ultimo escaldn ante ausencia de
respuesta a dos o mas farmacos menos nocivos 96. En la figura 2 se
ilustran los mecanismos de accion de estos farmacos.



Aproximaciones terapéuticas innovadoras en la esclerosis multiple 87

W com "-x-—i-

- com .Fllr_
!.....—

o w2 *u—ﬂu—

Figura 2. Mecanismos de accién de los anticuerpos monoclonales (54)

e TERAPIAS CON CELULAS MADRE

Alo largo de muchos afos, se ha utilizado el trasplante autélogo
de células madre hematopoyéticas para el tratamiento de proce-
sos hematoldgicos malignos, pero desde 1995 se ha incorporado este
procedimiento para el tratamiento de enfermedades autoinmunes.
Durante mas de 20 afios, multiples ensayos se han llevado a cabo,
entre ellos, sobre EM, avalando asi una estrategia que puede llegar a
ser muy util en el algoritmo terapéutico de esta enfermedad. A nivel
genérico, el trasplante de células madre hematopoyéticas funciona
bajo el mismo concepto en enfermedades autoinmunes que en el
resto de procesos donde esta establecido, de manera que su accion
principal consiste en generar una deplecién de un gran espectro de
células mieloides y linfoides, incluyendo células del sistema inmune
innato y especifico, de tal forma que posteriormente se produce una
reiniciacion del sistema a partir de la célula madre CD34+, de manera
que, con excepcion de las células T CD4+, que vuelven a repoblarse
a los 2 afos, el resto suele hacerlo a lo largo de los 6 meses post-tras-
plante, consiguiendo con todo esto una eliminacion de células au-
torreactivas y una repoblacion con nuevas células que desarrollan
tolerancia a los antigenos propios. Ademas, se comparoé la expresion
del perfil genético de células CD4+ y CD8+ antes y después del tras-
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plante, observando una normalizacion del mismo tras el trasplante
(100-101).

En un metaanalisis llevado a cabo, en el que se incluian 18 estudios
acerca de la eficacia del trasplante de células madre hematopoyéticas
en la EM, con una cohorte de 708 pacientes en total y una media de
seguimiento post-trasplante de 48 meses, se obtuvo un resultado de
supervivencia libre de progresion de enfermedad del 75%, aunque, en
el analisis de subgrupos de la cohorte, variaron los resultados debido a
la heterogeneidad en los grupos, de manera que al separar por la edad,
se obtuvo una supervivencia libre de enfermedad de un 53 y un 51%
en menores y mayores de 40 afos, respectivamente; si se clasificaban
en funcion de la intensidad del régimen terapéutico administrado, se
obtenia un resultado mucho mas potente en los regimenes bajos e
intermedios con un 80% de supervivencia libre de enfermedad, a dife-
rencia de los regimenes de alta intensidad, con un 58 % de superviven-
cia libre de enfermedad. Asimismo, los pacientes con lesiones captan-
tes de gadolinio al principio respondian mejor al tratamiento que los
que no presentaban actividad en resonancia magnética, con un 77 y
47%, respectivamente. Asimismo el tratamiento mostraba mayor efi-
cacia en EMRR que otros subtipos de EM. La mortalidad asociada al
tratamiento resulto ser de 1.48%. A pesar de estos resultados prome-
tedores, esta terapia sigue sin ser primordial en al algoritmo terapéu-
tico de la EM debido a los efectos adversos asociados. Estos resultados
dejan entrevistos ciertos criterios de seleccion de pacientes que son
los que mas se beneficiarian de esta terapia, siendo fundamentales el
régimen de condicionamiento usado y el tipo de EM del paciente, de
manera que los regimenes de baja intensidad asociados a pacientes
con EMRR se asocian a la menor mortalidad asociada al tratamiento
(101-102).

Siguiendo en la corriente de la terapia con células madre, otra al-
ternativa a la ya vista es la infusion de células madre mesenquimales,
que se definen como células multipotentes capaces de diferenciarse
en multiples lineas celulares, pudiéndose obtener a partir de multi-
ples tejidos en el organismo, como pueden ser la médula 6sea, el teji-
do adiposo, el cordon umbilical, etc. Asi, en cuanto a su relacion con
la EM, el fundamento de su utilizacion como estrategia terapéutica se
basa en su capacidad de migracion a la zona lesionada, proceso que se
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ve favorecido por la lesion de la barrera hematoencefalica, que favorece
su paso, asi como la implicacion de multiples factores quimiotacticos,
factores de crecimiento, metaloproteinasas y otras moléculas implica-
das. Algunos estudios han demostrado que la migracion de células
mesenquimales se lleva a cabo por un mecanismo similar al rodaje que
llevan a cabo los leucocitos en interaccion con el endotelio (103-104).
Ademas, algunos subtipos de células mesenquimales, como las obte-
nidas del tejido adiposo, tienen una mayor capacidad de migracion a
la region lesionada, de manera que las células mesenquimales acttan
interactuando con las células del sistema inmune de forma directa o
paracrina, por lo que actuan suprimiendo la proliferacion de células
T, disminuyendo la sintesis de citoquinas proinflamatorias, asi como
regulando el cociente Th1/Th2. También disminuyen la actividad de
células B y de células del sistema inmune innato. Esta inmunomodu-
lacion es efectuada por medio de factores solubles liberados por las
propias células mesenquimales, como son la IL-10, TGFp1, PGE2, etc,
(ver fig.3). También intervienen mecanismos de contacto célula-célu-
la, pues algunos estudios han demostrado que para la inhibicion de
células T se requiere dicho contacto, asi como para estimular la activi-
dad de células T™s8, Las células mesenquimales expresan escasamente
las moléculas de adhesion celular vascular ICAM y VCAM-1, lo que
parece que influye en la respuesta inmunosupresora y antiinflamato-
ria de estas células (104-106).

Otra accion de las células madres es la neurorregeneracion, pues
las células mesenquimales pueden diferenciarse hacia lineas celulares
mesodérmicas y no mesodérmicas, incluyendo asi neuronas, astroci-
tos y oligodendrocitos. El concepto segun el cual se lleva a cabo esta
accion es que las células mesenquimales tienen capacidad de migrar
hacia la onda lesionada, y una vez ahi, sustituir las células afectadas
(104). Teniendo esto en cuenta, en una revision sistematica recien-
te, en la que se seleccionaron 10 estudios realizados en los ultimos
anos acerca de la implicacion de las células mesenquimales como una
terapia innovadora en la EM, concluyé que el trasplante de células
mesenquimales resultaba ser un procedimiento bastante seguro y to-
lerado. No obstante, la eficacia de esta medida debe de ser valorada
en ensayos a largo plazo (107).
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Figura 3. Mecanismos de inmunomodulacién de las células mesenquimales (104).

e TERAPIAS REMIELINIZANTES

La remielinizacion de los axones dafiados se produce desde eta-
pas tempranas de la patogenia de la EM, siendo necesaria la diferen-
ciacion y maduracion de las células precursoras de oligodendrocitos
(OPC). Se ha visto que las células madre neurales, que se encuentran
Unicamente en 2 pequenas regiones del SNC, el giro dentado y la zona
subventrivular del tercer ventriculo, actiian diferenciandose y propor-
cionando oligodendrocitos a las zonas lesionadas, remielinizando el
axon danado. No obstante, a menudo que la enfermedad evoluciona,
la remielinizacion es cada vez menos efectiva debido a un menor re-
clutamiento de OPC y como consiguiente, su diferenciacion a oligo-
dendrocitos, a lo que se aflade una posible accion inhibidora de la
OPC por parte del ambiente inflamatorio creado 108. De esta forma,
las terapias de remielinizacion que se estan investigando actuan gene-
ralmente sobre los mismos puntos clave del proceso de desmieliniza-
cion/remielinizacion, de tal forma que actian modulando las vias de
sefalizacion intrinseca, via Notch, Wnt, Erk1-2, etc, que suelen inhibir
la desmielinizacion cuando la enfermedad progresa mediante su ac-
cion sobre las OPC (109).

Asi, en los tltimos aios se han intentado desarrollar terapias des-
tinadas a evitar la progresion inevitable de la enfermedad marcando
como diana el proceso de remielinizacion. En 2013, en un estudio lle-
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vado por Blanchard y colaboradores, se valoro la accion de un derivado
sintético del tocoferol denominado TFA-12 sobre la encefalomielitis
autoinmune experimental, en la que se inducian lesiones desmielini-
zantes por inyecciones de lisolecitina. Se observo que el TFA12 ac-
tuaba inhibiendo la accion de la astroglia y la microglia in vitro, dis-
minuyendo asi el ambiente inflamatorio. También se observé que los
ratones tratados con TFA12 mostraban menos areas desmielinizadas
que el resto de ratones. Ademas de sus propiedades antiinflamatorias,
el TFA12 demostré que estimulaba la remielinizacion estimulando las
OPC endogenas, asi como otros muchos efectos dentro de la misma
linea positiva. De esta forma, este estudio demostrd que el TFA12 te-
nia multiples efectos beneficiosos, dejando entrever posibles lineas de
investigacion futuras en humanos (110). En esta misma linea, en los
altimos afnos se han ido investigando multiples sustancias y molécu-
las que actiian sobre alguno de los ejes que interviene en el proceso
de remielinizacion, entre los cuales encontramos la indometacina, un
antiinflamatorio que estimula la remielinizacion; la simvastatina, que
parece que estimula la diferenciacion de las OPCy la quetiapina, que
es un antipsicético atipico que parece estimular la diferenciacion de
las OPC en oligodendrocitos y favorece la sintesis de la proteina basica
de mielina (108). Dentro de estas terapias, cabe hablar del opacinu-
mab, que es un anticuerpo humano que actta bloqueando al LIN-
GO-1, que es una proteina transmembrana que se expresa tanto en la
estirpe no neuronal como en las neuronas del SNC. La expresion del
Lingo-1 en los oligodendrocitos inhibe su diferenciacion y su capaci-
dad de sintetizar mielina, asi como parece favorecer la regeneracion
axonal, lo que hace a esta proteina una diana terapéutica muy inte-
resante. No obstante, en un ensayo de fase Il (RENEW), controlado y
aleatorizado, en el que se valoro la eficacia y la seguridad del opacinu-
mab en pacientes con neuritis Optica aguda, se obtuvieron resultados
ambiguos que requieren una mayor investigacion (109, 111, 11).

e TERAPIAS GENICAS

En la patogenia de la EM, y en conjunto del resto de las conside-
radas enfermedades autoinmunes, siempre se parte del concepto de
predisposicion genética asociada a una exposicion ambiental deter-
minada, desencadenando asi la enfermedad, de manera que la genéti-
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ca por si sola no logra explicar la aparicion de enfermedad. Teniendo
esto en cuenta, en los ultimos aios, multiples estudios han mostrado
la posible influencia de la epigenética en todo este proceso, definien-
do a la epigenética como cambios hereditarios que provocan cambios
en la expresion génica sin que se produzca ninguna alteracién en la
secuencia original de nucleotidos. Entre los mecanismos que consti-
tuyen la epigenética, encontramos la metilaciéon del ADN, que actua
generalmente reprimiendo la transcripcion génica; la metilacion de
histonas, que actua activando o reprimiendo la expresion génica en
funcion del segmento afectado; la acetilacion y deacetilacion de histo-
nas, proceso llevado a cabo por las enzimas HAT e HDAC, de manera
que la acetilacion se asocia a una mayor expresion génica y viceversa;
y finalmente, los microRNAs, que generalmente son secuencias de
22 nucledtidos que actian disminuyendo el proceso de traduccion
el unirse al RNAm, asi como acttan provocando la degradacion del
RNAm diana (113). Ver figura 4.

Figura 4. Mecanismos de accion epigenética (114).

Teniendo en cuenta todos estos mecanismos, se han ido desarro-
llando e investigando multiples terapias que tienen como dianas te-
rapéuticas los mecanismos antes citados. Asi, se prob6 un inhibidor
de la histona deacetilasa (HDAC), conocido como tricostatina A, en
ratones hembra con encefalitis autoinmune experimental (EAE), ob-
servando una mejoria en la inflamacion medular y en la progresion de
enfermedad, asi como una mejoria en el proceso de desmielinizacion
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y en el deterioro axonal, sugiriendo que estos efectos se deben a la
inhibicion de determinadas vias inflamatorias que conducian a una
menor infiltracion de células inflamatorias en el SNC.

Otro estudio in vitro determind la accion del vorinostat, que
es otro inhibidor de la HDAC, sobre las células dendriticas CD14+ y
observé que el vorinostat actuaba inhibiendo la diferenciacion y ma-
duracion de estas células, asi como inhibia la funcion de las células
Th1y Th17, que dirigen a las células dendriticas para la liberacion de
citoquinas proinflamatorias, por lo que en conjunto se observé una
disminucién de la desmielinizaciéon y la inflamacién. Por otro lado, en-
contramos al acido valproico, que se usa como antiepiléptico, pero
que actua también como un inhibidor de la HDAC, de manera que se
probo en ratones con EAE, donde se observd un aumento de células
Th2 y una disminucion de Th1y Th17, lo que da lugar a una disminu-
cion de citoquinas proinflamatorias y aumento de las antiinflamato-
rias, por lo que estos efectos inmunomoduladores demostraban una
mejoria en el curso de enfermedad.

Entre los componentes naturales dietéticos, cabe hablar del cur-
cuma, que es un polifenol natural que actda inhibiendo la lisinaacetil-
tranferasa, efecto que se traduce en una supresion de la infiltracion de
células inflamatorias en el SNC y en una reduccioén en la liberacion de
citoquinas proinflamatorias, lo que da a entender que también afecta
la diferenciacion de las células Th17. Otros muchos factores dietéticos
se estan estudiando por su posible accion sobre el eje de la epigené-
tica (112-115).

DiscuUsION

La EM es una enfermedad desmielinizante y neurodegenerativa
progresiva en el tiempo que representa actualmente la segunda causa
de discapacidad neurolodgica en sujetos jovenes, Unicamente superada
por los traumatismos craneoencefalicos. Dado su gran impacto y pre-
valencia en la sociedad, la EM representa uno de los campos mas prio-
ritarios en el ambito de la investigacion neurolégica y en neurociencias,
lo que se ve reflejado en la plataforma clinicaltrials.gov, en la cual se de-
tectan 596 ensayos que se estan llevando a cabo sobre la EM.

Tal y como se ha visto, la EM representa una enfermedad con un
curso clinico muy variable y con una etiologia y una patogenia mul-
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tifactorial, de manera que el objetivo de esta revision ha sido una ac-
tualizacion en todos los procesos implicados en la enfermedad, desde
los posibles mecanismos etiopatogénicos implicados, y fundamental-
mente, en todas las terapias que se han ido desarrollando a lo largo de
estos afos para modificar el curso de la enfermedad.

Actualmente, la EM sigue sin disponer de un tratamiento curativo,
de manera que las terapias de las que se dispone actuan modificando
el curso de la enfermedad, en el sentido de disminuir los sintomas y
disminuir las recaidas. Asi como disminuir la velocidad de progresion
de la enfermedad, y, con ello, la invalidez que eso genera, a pesar de
que, con mayor o menor tiempo de remision, todos los pacientes aca-
ban presentando un proceso neurodegenerativo y desmielinizante
progresivo que no responde de forma significativa a ninguna terapia.

De esta forma, dada la gran variabilidad que se observa en la pa-
togenia de la enfermedad, se dispone actualmente de un amplio es-
pectro de terapias, tanto comercializadas como en ensayo todavia,
que tienen como objetivo a multiples dianas clave, en su mayoria, re-
lacionadas con el sistema inmune. Entre estos, se dispone de multiples
farmacos inmunomoduladores ampliamente usados dentro del am-
bito de las enfermedades con supuesta patogenia autoinmune, que
cuentan con un perfil de seguridad y tolerancia amplio debido a los
anos que llevan en el mercado, entre los que encontramos el IFN, el
GA, y el recientemente aprobado DMF.

No obstante, tanto desde el punto de vista de la eficacia, como
de la especificidad, han cobrado importancia en los ultimos afos las
terapias bioldgicas, que actiian bloqueando mediadores claves en la
patogenia de la enfermedad. Dentro de este grupo, cobran especial
importancia el ofatumumab, el ublituximab, ambos AntiCD20, asi
como el daclizumab, sin olvidar el gran impacto del ocrelizumab. El
ofatumumab, cuya puesta en mercado se espera para 2020, repre-
senta una de los farmacos mas prometedores dentro de los farmacos
modificadores de enfermedad, especialmente para el subtipo EMRR,
ya que, de acuerdo con estudios de cristalografia, se determiné que
incidia sobre el CD20 en un epitopo diferente al de los farmacos cla-
sicos, lo que parece que determina gran eficacia en EM, con efectos
sobre progresion de enfermedad y con RAMS menores. Asimismo,
cabe nombrar al ublituximab, novedoso en este grupo, que se une a
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multiples epitopes de la molécula CD20, y, segun estudios de fase I,
presenta una eficacia elevadisima para frenar la enfermedad, esperan-
do resultados prometedores de estudios de fase Ill en 2021. Siguiendo
con los antiCD20, uno de los farmacos mas novedosos en cuanto a
su impacto es el ocrelizumab, pues, ademas de ser util para la EMRR,
también es eficaz para frenar la EMPP, convirtiéndolo asi en el primer
farmaco comercializado dirigido a este subtipo de EM. Asi, a pesar de
que los resultados que ofrece en cuanto a eficacia en EMPP todavia
no son comparables a los resultados en EMRR, ofrece una vision alen-
tadora en cuanto a las terapias a desarrollar para este subtipo de EM,
pues, actualmente, sigue existiendo un claro déficit terapéutico a la
hora de frenar la enfermedad en sus estadios progresivos, ya sea en su
forma primaria o su forma secundaria. Otros de los farmacos inclui-
dos en las terapias bioldgicas, como son el alemtuzumab y el daclizu-
mab, requieren ensayos a largo plazo para confirmar correctamente
los efectos adversos asociados, y determinar su correcta posicion en
el algoritmo terapéutico.

En relacion a las terapias mas prometedoras y todavia poco orto-
doxas en la actualidad, citamos la terapia de células madre, las tera-
pias regenerativas y la terapia génica. En cuanto a la primera, en esta
revision se tratd la accion de células madre hematopoyéticas y mesen-
quimales, observando en ambos casos resultados prometedores, con
una accion légica en cuanto a la patogenia, lo que se vio representado
en la mejoria clinica y radioldgica de estos pacientes, aunque cierta-
mente se requieren estudios a gran escala y a largo plazo para valorar
adecuadamente el efecto clinico y el potencial curativo estipulado.

En cuanto a las terapias regenerativas, se han llevado a cabo estu-
dios que no mostraron gran significacion clinica en referencia al obje-
tivo buscado; no obstante, la deteccion de multiples dianas implica-
das en el proceso remielinizante, como es la implicacién del LINGO-1,
abre la puerta a multiples campos de investigacion dentro de este
ambito. Finalmente, en cuanto a la terapia génica, se han demostrado,
al igual que el resto de procesos autoinmunes, multiples alteraciones
epigenéticas asociadas a la EM, lo que proporciona una herramienta a
la hora de intentar modificar estas alteraciones, por lo que los intentos
hasta ahora realizados in vitro proporcionan resultados prometedo-
res, como el vorinostat y la tricostatina A, requiriéndose estudios en
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humanos y a gran escala para conocer el efecto clinico real. Asimismo,
la asociacion de multiples factores dietéticos a la epigenética puede
resultar interesante en cuanto a la prevencion y como terapias de ayu-
da de la enfermedad, asi como una fuente para desarrollar farmacos
a partir de dichos componentes esenciales, requiriendo estudios de
mayor profundidad para determinar el impacto real de estas medidas.

CONCLUSIONES

La EM es la segunda causa de disfuncién neuroldgica en sujetos
jovenes y que sigue sin disponer de un tratamiento curativo. En la ac-
tualidad, estan en marcha tratamientos farmacolégicos inmunomo-
duladores, de células madre, remielinizantes y génicos. El tratamiento
farmacologico esta consiguiendo resultados muy prometedores, des-
tacando el ofatumumab y el ocrelizumab. La terapia de células madre
y la terapia remielinizante apuntan en un futuro a posibles terapias
curativas, pues actian basandose en la neuroproteccion y la neuro-
regeneracion. Finalmente, la terapia epigenética tiene como objetivo
reducir la expresion de ciertas secuencias génicas que se alteran en
la EM, empeorando y favoreciendo el desarrollo de enfermedad. Los
subtipos de EMPP y EMSP siguen sin disponer de un tratamiento efec-
tivo amplio a corto o a medio-largo plazo, requiriendo una mayor in-
vestigacion. A pesar de no disponer todavia de tratamiento curativo,
la investigacion que se esta llevando a cabo abre la esperanza de que
en los proximos afnos se pueda disponer un de un algoritmo terapéu-
tico que consiga curar la EM.
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Capitulo 4

Aspectos psicosociales en pacientes con fibromialgia
y fibromialgia asociada a migraria

GUAPACHA-BORRERO L., PITA-CALANDRE, E.

RESUMEN

Antecedentes y objetivos: En la literatura cientifica encontramos
relacion entre dos enfermedades que ejercen un impacto psicosocial
notable en el paciente: fibromialgia y migrafa. Ambas tienen en co-
muan una mayor prevalencia en la mujer, habiéndose comprobado,
ademas, la existencia entre ellas de una comorbilidad bidireccional. El
objetivo de este estudio fue el de observar si aumenta el impacto en
la vida de un paciente con fibromialgia el padecer, ademas, migrafa
comorbida y si su sintomatologia se ve agravada.

Pacientes y métodos: se analiz6 una base de datos con 110 pacien-
tes que participaron en un ensayo clinico realizado en pacientes con
fibromialgia. Se establecieron dos grupos: pacientes con fibromialgia
y pacientes con fibromialgia asociada a migrafa y se recogieron los si-
guientes datos basales del estudio: cuestionario revisado del impacto
de fibromialgia, indice de gravedad del insomnio (ISI), cuestionario so-
bre la salud del paciente, cuestionario de salud SF-36, sintomatologia
gastrointestinal, presencia o no de ideacion suicida, intensidad del do-
lor y numero de enfermedades asociadas. Los datos de ambos grupos
se compararon mediante las pruebas de t de Student, Mann-Whitney
y test exacto de Fisher.

Resultados: Se observd un impacto importante de la enfermedad
en la vida del sujeto en ambos grupos destacando numerosa sinto-
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matologia intestinal asociada, elevada intensidad del dolor corporal,
frecuente presencia de ideacion suicida, numerosas patologias con-
comitantes, depresion relevante, escasa calidad del suefio y deficiente
calidad de vida. No obstante, no se encontraron diferencias estadisti-
camente significativas entre ambos grupos a excepcion de una mayor
prevalencia de dispepsia en los sujetos del grupo con fibromialgia y
migrana.

Conclusion: En el presente estudio no se encontraron diferencias
significativas en ninguna de las variables valoradas entre los pacientes
con fibromialgia y fibromialgia y migraina comoérbida, salvo por una
mayor prevalencia de dispepsia en el segundo grupo.

Palabras clave: Fibromialgia, migraia, calidad de vida, dolor, insom-
nio, sintomatologia gastrointestinal, ideacion suicida, comorbilidad.

INTRODUCCION

El fendmeno de sensibilizacion central ha sido descrito por nume-
rosos investigadores. La “Asociacion internacional para el estudio del
dolor” (The International Association for the study of Pain, IASP) (1) lo
describe como un aumento de la respuesta de las neuronas sensitivas
del sistema nervioso central ante un estimulo aferente normal o por
debajo del umbral de potencial de accién. La sensibilizacion central, ha
sido también descrita por Woolf, definiéndola como un proceso deri-
vado del aumento de la eficacia sinaptica de las neuronas somatosen-
soriales del asta dorsal de la médula debido a la llegada continuada de
estimulos nociceptivos intensos, provocandose una disminucion del
umbral del dolor acompanada de la amplificacion de las respuestas al
dolor y una consecuente sensibilidad de los tejidos no dafiados (2). Este
fendmeno, en resumen, conlleva un componente de amplificacion e
hiperexcitacion; visto, incluso, por algunos investigadores como “una
mejora en la funcién neuronal y de las vias nociceptivas debido a un
aumento de excitabilidad de membrana”, sirviendo como ejemplo de
plasticidad neuronal (3). Existen una serie de sindromes con caracteris-
ticas comunes y presencia de sensibilizacion central y en los cuales se
evidencia una carencia de herramientas que expliquen de forma directa
y proporcional la gravedad del dolor, la discapacidad asociada al mismo
y la presencia de deterioro funcional y cognitivo. Yunus establecié unos
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criterios basicos para determinar si una patologia podia pertenecer a
esta “familia” de sindromes de sensibilizacion central: asociacion en-
tre dichas patologias y presencia de sensibilizacion central. Aunque
la lista sigue creciendo, algunos de estos sindromes son: fibromialgia,
sindrome de fatiga crénica, sindrome del intestino irritable, sindro-
me de dolor miofascial, sindrome de dolor regional complejo, cefalea
tensional, migrafa, trastorno temporomandibular, sindrome de las
piernas inquietas, trastorno de movimiento periédico de extremida-
des, sindrome de la uretra femenina, cistitis intersticial, dismenorrea
primaria, sindrome premenstrual y vulvodinia o sindrome de vesti-
bulitis vulvar. Aunque el autor no incluyé el sindrome de estrés pos-
traumatico ni la sensibilidad quimica multiple, estas afecciones se ven
asociadas a numerosos sindromes de la lista (4).

La fibromialgia es un sindrome caracterizado por la presencia de
dolor generalizado crénico de tipo muscoesquelético, acompafan-
dose ademas de sintomatologia asociada como cansancio crénico,
sueiio no reparador, alteraciones cognitivas, ansiedad, depresion y
alteraciones gastrointestinales (5). Mas del 90% de los pacientes con
fibromialgia son mujeres. Los pacientes con fibromialgia sufren un
importante impacto en su calidad de vida, viéndose afectadas tanto
sus actividades diarias como al ocio o al trabajo, de tal forma que se
evidencia un impacto negativo en la economia como resultado de la
disminucion de la actividad laboral provocada por la enfermedad y
un mayor uso de recursos sanitarios (6).

Por su parte, la migrafna es una enfermedad neurologica, caracte-
rizada por episodios repetidos de dolor de cabeza de intensidad mo-
derada o grave, normalmente de localizacion unilateral y pulsatil. Se
diferencia entre migrafa con aura y migrafa sin aura. La migrafia sin
aura consiste en una cefalea recurrente con episodios cuya duracion
puede ser de entre 4 y 72 horas. El dolor suele ser unilateral y pulsatil,
con intensidad moderada o grave y empeoramiento al realizar activi-
dad fisica. Suele asociarse con fotofobia, fonofobia y nduseas. Para su
diagndstico debe haber un minimo de 5 crisis que cumplan al menos
dos de las cuatro caracteristicas previamente descritas del dolor y que
se asocien a nauseas, vomitos, foto o fonofobia.(7)

La migraia con aura, ademas de todo lo anteriormente descrito,
se caracteriza por la presencia de episodios recurrentes, unilaterales
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y reversibles con alteraciones visuales, sensitivas u otro tipo de afec-
tacion del sistema nervioso central y con una duracion de hasta 60
minutos. Estos episodios preceden y/o acompanan a la cefalea (7).

Su prevalencia, al igual que en la fibromialgia, es mayor en las mu-
jeres y se asocia de igual forma a absentismo laboral y un impacto
negativo en la calidad de vida provocado, principalmente, por la inca-
pacitacion que se asocia al dolor (8).

No es infrecuente que la fibromialgia y la migrafa sean comorbi-
das con otras patologias como la depresion, los trastornos del suefio
y trastornos cognitivos no siendo tampoco infrecuente que ambas
patologias coexistan en el mismo sujeto.

El dolor de cabeza es uno de los sintomas mas comunes en pa-
cientes con fibromialgia. Se ha evidenciado la comorbilidad entre la
fibromialgia y la cefalea, de tal forma que la presencia de fibromialgia
agrava el dolor de cabeza y otros sintomas asociados cominmente
con la migrafa. Asi mismo se ha observado la presencia de fibromial-
gia en el 36.4% de pacientes con cefalea, siendo su incidencia mayor
en pacientes con migrana con respecto a pacientes con otros tipos
de cefalea. Por otro lado, diversos estudios han analizado la presencia
de episodios de migraia en pacientes previamente diagnosticados de
fibromialgia; un estudio concluyé que la incidencia de migrana era
significativa en pacientes con fibromialgia, agravandose ademas la sin-
tomatologia propia de la fibromialgia en pacientes con dicha comor-
bilidad (9). En otro estudio se lleg6 a la conclusion de que la fibromial-
gia aparecia con mayor frecuencia en pacientes con migraia cronica
y migrafa con aura, encontrandose como resultado la presencia de
un aura de mayor gravedad y frecuencia (10). En un estudio de cohor-
te se calculé la incidencia de migrafia en pacientes con fibromialgia
y la incidencia de fibromialgia en pacientes con migrafa; se obtuvo
que la incidencia de migrafa en pacientes con fibromialgia era mu-
cho mayor en comparaciéon con el grupo control e igualmente que
la incidencia de fibromialgia en pacientes con migrafia era mayor que
en comparacion con el grupo control; se llegé a la conclusion de que
existia una comorbilidad bidireccional de estas dos patologias (11).

Tanto la migraita como la fibromialgia han sido analizadas en
cuanto a su asociacion con sintomatologia gastrointestinal. Una gran
parte de pacientes con fibromialgia presentan sintomatologia gas-
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trointestinal asociada como dispepsia, dolor abdominal, nauseas,
vomitos... que pueden estar relacionados con la hipersensibilidad
alimentaria presente en estos pacientes o a una alteracion en el eje
cerebro-intestino. Se evidencia ademas una comorbilidad entre fibro-
mialgia y sindrome del intestino irritable (12). En un estudio realizado
por Yunus en 1981, se observo la presencia de sintomas gastrointesti-
nales asociados en el 34% de los pacientes con fibromialgia mientras
que solo el 8% de los pacientes sin fibromialgia los presentaban (13).
Por su parte, la migraia se ha visto también asociada con alteraciones
gastrointestinales, asi como sindrome del intestino irritable, sindrome
inflamatorio intestinal, gastroparesia y enfermedad celiaca; pudiendo
ser resultado también de una alteracion del eje cerebro-intestino (14).

En vista de todo lo anterior se analizaron los datos basales de un
ensayo clinico en el que participaron pacientes con fibromialgia y sin-
tomatologia gastrointestinal asociada con el objetivo de observar si
la presencia adicional de migrafia en estos pacientes afectaba o no a
las variables evaluadas en dicho estudio: calidad de vida, calidad del
sueno, ansiedad, depresion, intensidad del dolor, sintomatologia gas-
trointestinal y presencia o no de ideacion suicida, considerandose la
calidad de vida como variable de valoracién principal

MATERIAL Y METODOS
e DISENO

Para el presente estudio se llevo a cabo la recogida y analisis de
datos basales pertenecientes al estudio: “Ensayo clinico doble ciego
aleatorizado sobre la eficacia y seguridad del probiotico VSL3 en el
tratamiento de pacientes con fibromialgia y sintomatologia gastroin-
testinal asociada”. Dicho ensayo, realizado por un equipo de investi-
gacion asociado al Centro de Investigacion Biomédica de la Universi-
dad de Granada, aprobado por el Comité de Etica de la Investigacién
Biomédica de la provincia de Granada (CEIM/CEI Granada) en febrero
de 2018 y registrado en la pagina web ClinTrials.gov, con niumero de
registro NCT04256785.

Para el analisis de los datos se agrupé a los sujetos en dos grupos
respectivamente: pacientes con fibromialgia (FM) y pacientes con fi-
bromialgia asociada a migrara (FM+M).
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e SUJETOS

Los criterios de inclusion fueron los siguientes: a) haber sido diag-
nosticado de fibromialgia. Dicho diagnéstico se tuvo que confirmar al
iniciar el cribado de pacientes mediante los criterios ACR 2016(5), b)
mayoria de edad, c¢) participacion voluntaria en el proceso, d) aporta-
cion de consentimiento informado, e) comprometerse a no modificar
su tratamiento (tanto farmacolégico como no farmacolégico) a lo
largo de la duracion del estudio, f) no modificar los habitos de su vida
diaria, principalmente la dieta, a lo largo de la duracion del estudio, g)
presentar, como minimo dos veces por semana durante los 3 meses
previos al comienzo del estudio, tres 0 mas de los siguientes sintomas:
dolor abdominal, hinchazéon abdominal, meteorismo, ventosidades,
nauseas, dispepsia, eructos, estrefiimiento y/o diarrea

Los criterios de exclusion fueron los siguientes: a) presencia de en-
fermedad mental grave, exceptuando depresion mayor, b) presencia
de enfermedad organica grave (renal, hepatica o cardiovascular), c)
presencia de enfermedad gastrointestinal cronica, exceptuando sin-
drome del intestino irritable, d) embarazo o periodo de lactancia.

e VARIABLES DE VALORACION

Escala Visual Analdgica (EVA) para la evaluacion de la gravedad
de los sintomas gastrointestinales: dolor abdominal, hinchazén ab-
dominal, meteorismo, ventosidades, estrefiimiento, diarrea, nuseas,
vomitos, dispepsia y eructos.

Cuestionario de Impacto de la Fibromialgia Revisado (FIQR), un
instrumento que fue creado para evaluar la globalidad de los sinto-
mas relacionados con la fibromialgia. Se empleo la version esparola
validada (15). Este cuestionario tiene una puntuacion total de 100
(rango de 0 a 100 puntos), siendo mayor la gravedad de la fibromialgia
cuanto mayor es la puntuacién en el mismo. No hay puntos de corte
establecidos pero los valores medios en pacientes con FM proceden-
tes de poblacion general se encuentran en torno a 56 (16). Ademas,
se utilizo el item nimero 3 de este cuestionario para evaluar la inten-
sidad del dolor en una escala analégica visual.

Indice de Severidad del Insomnio (ISI), un cuestionario compuesto
por 7 items evaluados en escalas tipo Likert para valorar la gravedad
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del insomnio. Presenta una puntuacion total de 28 puntos (rango de
0 a 28 puntos), con un rango de 0 a 28, siendo mas grave el insomnio
presentado cuanto mayor sea la puntuacion obtenida. Se utiliz6 la
version espaiola validada del cuestionario(17). Las puntuaciones de 0
a 7 indican que no hay insomnio clinicamente significativo, de 8 a 14
hay insomnio por debajo del umbral, de 15 a 21 hay insomnio clinico
moderado y de 22 a 28 hay insomnio clinico grave (18).

Cuestionario de Salud del Paciente de 9 items (PHQ-9), un cues-
tionario cuyo principal objetivo es evaluar la sintomatologia depre-
siva en el sujeto. Consta de 9 item valorados mediante escalas tipo
Likert. Presenta una puntuacion total de 27 puntos, con un rango de 0
a 27 puntos, siendo mayor la gravedad de la depresion cuanto mayor
es la puntuacion obtenida. Se utilizé la version espafola validada del
cuestionario(19).

Su interpretacion nos indica que para puntuaciones de 1 a 4 no
hay depresion, de 5 a 9 hay algo de depresion, de 10 a 14 hay depresion
moderada, de 15 a 19 hay depresion moderada-grave y de 20 a 27 hay
depresion grave (20)

Ademas, se utilizé el item “i” de este cuestionario para evaluar
la presencia o ausencia de ideacion suicida, de forma que se evalud
como presencia “SI” o presencia "NO™.

Cuestionario de calidad de vida SF-36, un cuestionario orientado
a evaluar la calidad de vida general de los sujetos. Tiene una puntua-
cion total de 100 puntos (rango de 0 a 100 puntos), siendo tanto me-
jor la calidad de vida cuando mayor sea la puntuacién obtenida en
el mismo. Se compone de 8 factores: funcion fisica, rol fisico, dolor
corporal, salud general, vitalidad, funcion social, rol emocional y salud
mental. Se utilizo la version espanola validada (21). Los valores me-
dios en personas sanas son los siguientes: a) funcion fisica: > 75; b) rol
fisico: > 75; ) dolor: > 75; d) salud general: > 60; e) vitalidad: > 60; f)
funcion social: >80; g) rol emocional: >75; h) salud mental: >75. (22)

e ANALISIS DE LOS DATOS

Los datos derivados de las puntuaciones obtenidas en los cuestio-
narios se analizaron utilizando el test de la t de student para variables
independientes, a excepcion del analisis del nimero de patologias
asociadas, que al no seguir una distribucion normal, necesito la aplica-
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cion de la prueba de Mann-Whitney. En cuanto a la presencia o no de
ideacion suicida, la comparacion se llevo a cabo mediante la prueba
exacta de Fisher.

La valoracion estadistica se llevo a cabo a través de la aplicacion
Grahpad Prism version 8.0 y SPSS v.22 (IBM Corporation, Armonk, NY,
USA).

ResuLTADOS

La muestra se compuso de 110 pacientes (106 mujeres y 4 hom-
bres). En la Tabla 1 se recogen sus datos sociodemograficos y clinicos,
en tanto que en la Tabla 2 se exponen los datos principales en cuanto
a la puntuacion obtenida en las variables de valoracion cuantitativas.

Tabla 1: Datos sociodemogrdficos y N de enfermedades asociadas de los sujetos
con fibromialgia (FM) y fibromialgia asociada a migraina (FM+M)

FM FM+M p
(Rango) (Rango)
Edad 35-76 42-78 -
Sexo (N mujeres) 52 54 -
N Enfermedades asociadas 591+23 6.6+ 3.1 0.2073
(0-12) (1-15)

Tabla 2: Relacion de resultados en las variables de valoracion en ambos grupos

FM (N=56) FM+M (N=54) P
VARIABLE DE VALORACION MEDIA = DE MEDIA + DE
(Rango) (Rango) (Rango)
FIQ-R 7311+ 14.87 7212 £16.07 0.7388
(0-100) (32.8-99) (24.5-94.3)
Intensidad del dolor 8.03+1.74 7.77 £ 1.48 0.4411
(0-10) (4-10) (4-10)
PHQ-9 17.28 £5.37 16.37 £ 6.50 0.4221
(0-27) (7-27) (5-27)
N Ideacién suicida 27 27 0.9999

% 48.21% 50%
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ISI 18.41 £ 584 18.90 + 6.24 0.6674
(0-28) (0-27) (1-28)
Dolor abdominal 6.11+2.66 6.22+223 0.8069
(0-10) (0-10)
Hinchazén 7.66 £2.31 7.52 +1.94 0.7281
abdominal (0-10) (3-10)
Meteorismo 7.37 £2.68 6.66 £ 2.51 0.1558
(0-10) (0-10)
Ventosidades 6.50 + 3.09 6.01+3.15 0.4210
(0-10) (0-10)
Estrefiimiento 6.55 + 3.66 6.18 + 3.44 0.5884
(0-10) (0-10)
EVAs sintomatologa Diarrea 3611393 353 1 3.68 09234
gastrointestinal (0-10) (0-10)
(0-10)
Nauseas 3.23+£3.20 3.41+3.25 0.7762
(0-10) (0-10)
Eructos 4.26 £ 3.55 4.02 + 3.09 0.6957
(0-10) (0-10)
Dispepsia 5.44 + 332 7.24+2.16 0.0042
(0-10) (0-10)
Funcion fisica 32.05 + 18.56 32.78 + 20.69 0.847
(0-85) (0-80)
Rol fisico 8.92 +22.58 833 +21.72 0.8883
(0-100) (0-100)
Dolor 21.87 +21.09 18.70 £ 17.91 0.398
(0-77.5) (0-57.5)
Salud general 29.46 + 16.28 27.78 £ 15.29 0.5769
(5-80) (0-70)
Rol emocional 27.97 +39.58 27.15 + 40.99 0916
(0-100) (0-100)
Salud mental 43.50 £ 17.39 41.48 £22.20 0.5959

(8-80) (0-92)
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Los valores que se obtuvieron en ambos grupos se encuentran por
encima de la media de poblacion sana establecidos para cada uno de
ellos. Los resultados medios obtenidos en el cuestionario FIQ-R fue-
ron 73.11 en el grupo FM y 72.12 en el grupo FM+M, mientras que los
valores medios en poblacién general para este cuestionario estan en
torno a 56 (16). En cuanto a la intensidad del dolor, en un rango de 0
a 10 (siendo 10 el maximo dolor experimentado), observamos pun-
tuaciones muy elevadas, 8 en el grupo FM y 7.8 en el grupo FM+M.
Obtuvimos una puntuacién de 17.3 en el grupo FM y 16.4 en el grupo
FM+M en el cuestionario PHQ-9, encontrandose nuestros sujetos en
el rango de depresion moderada-grave. Por otro lado, los valores ob-
tenidos en el suefio también son altos, puntuando 18.4 en el grupo
FMy 18.9 en el grupo FM+M, lo que indica la presencia de insomnio
clinico moderado en ambos grupos.

No se encontraron diferencias significativas entre los grupos en
ninguna de las variables de valoracion, a excepcion de la dispepsia en
la que se observo una mayor prevalencia en los sujetos que presenta-
ban una comorbilidad fibromialgia/migraia.

DiscusION

Analizamos los datos basales de cada uno de los pacientes perte-
necientes al estudio, estableciendo dos grupos de analisis que compa-
ramos posteriormente: pacientes con fibromialgia (FM) y pacientes
con fibromialgia asociada a migrafna (FM+M) no encontrando dife-
rencias significativas en ninguna de las variables de valoracion expues-
tas, con excepcion de la dispepsia, observandose una mayor prevalen-
cia de esta alteracion gastrointestinal en pacientes con fibromialgia y
migrafa comorbida (P=0.0042). En varios estudios se ha relacionado
la presencia de migrafa en pacientes con dispepsia, analizandose la
relacion entre la migraia y los trastornos gastrointestinales. En dos
estudios realizados en Iran, Akhbari et al. (23) y Hormati et al. (24), se
evalué la posible relacion entre la cefalea y trastornos gastrointestina-
les en pacientes con dispepsia, observando que, de toda la muestra,
un porcentaje relevante de pacientes presentaba migrana: el 43.61%
en el estudio de Akhbari et al. y el 43.69% en el de Hormati et al. En
ambos estudios se establece una conexion entre la dispepsia, la mi-
grana, la presencia de Helicobacter Pylori, y la aparicion de Ulceras
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duodenales y Ulceras gastricas (23,24). Otro estudio de Mei-Ling et
al. (2015) evalud la prevalencia de dispepsia en pacientes con cefa-
lea partiendo con una muestra de 280 sujetos (93 casos con cefalea
y 187 controles); se obtuvo una elevada prevalencia de dispepsia en
los sujetos que padecian migrafa y cefalea de tipo tensional, siendo
mayor en los casos de migrafia. Ademas, se observé que la sintomato-
logia de la migrana se agravaba cuando, ademas, se padecia dispepsia
(25)but the clinical implication of this association is uncertain. We
planned to examine the prevalence and impact of dyspepsia in adults
with headache. Methods: A cross-sectional study was conducted in
a secondary care setting. Clinical, psychological and health-related
quality of life (HRQOL. Los resultados obtenidos en nuestro estudio
concuerdan con los expuestos en estos estudios, siendo la dispepsia
un sintoma que se presenta con mayor intensidad en el grupo FM+M.

En nuestra muestra, se observa que, en los pacientes con fibro-
mialgia y fibromialgia asociada a migrana, la calidad de vida se ve
considerablemente disminuida, presentan alteraciones del suefio, de-
presion, dolor intenso, un gran numero de enfermedades asociadas,
numerosas alteraciones gastrointestinales y de los 110 sujetos analiza-
dos, el 51.92% del grupo FM y el 50% del grupo FM+M presentaban
ideacion suicida (el 54% del total de sujetos).

Observamos la presencia alteraciones importantes asociadas a
estos pacientes, pero éstas no se vieron agravadas por la presencia
adicional de migrafia. En contraposicion, varios estudios publicados
reportan diferencias significativas en pacientes con comorbilidad mi-
grana-fibromialgia frente a pacientes con fibromialgia.

En un estudio de Giamberardino et al. (26), se observé una mayor
frecuencia de exacerbacion de los sintomas de fibromialgia en presen-
cia de migrana asociada, siendo esta aun mayor cuando la migrafa
era cronica. En este estudio analizaron el umbral de dolor ante esti-
mulo eléctrico y ante presion; mostrando unos resultados interesan-
tes: el umbral de dolor ante ambos estimulos era mayor en pacientes
con migrafia episddica, seguido de migrafia crénica y el grupo con
menor umbral de dolor era el de pacientes con fibromialgia y migrafa
comorbida, siendo el grupo de fibromialgia y migrafia cronica comor-
bida el que tenia el menor umbral del dolor (26) . En otro estudio se
observé que los pacientes con fibromialgia y migrafna asociada pre-
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sentaban mayor nimero de patologias médicas y psiquiatricas asocia-
das, tales como depresion, ansiedad, trastornos gastrointestinales (9)
variables en las cuales no hemos hallado diferencias significativas en
nuestro estudio. Por otro lado, en un estudio de Dawn A et al. (2005)
encontramos resultados similares a los nuestros en cuanto al cuestio-
nario SF-36, no hallandose diferencias significativas en ninguno de sus
items entre pacientes con fibromialgia y pacientes con fibromialgia y
cefalea (aunque no diferencia entre migrafia con aura, sin aura, cefa-
lea de tipo tensional u otros tipos de cefalea) (27).

En cuanto a la presencia de ideacion suicida, en el presente estudio
observamos el mismo resultado en pacientes con fibromialgia y fibro-
mialgia asociada a migraiia (FM+M= 27, FM=27). Tanto la fibromialgia
(28,29) como la migrana (30) son patologias que se han visto asociadas
a un mayor riesgo de conductas suicidas. En estudio de Hung-Yu et al.
(2015) se compararon la ideacion e intentos de suicidio en pacientes
con migrafa y pacientes con migrafia asociada a fibromialgia, obte-
niendo como resultado que el riesgo de suicidio es mucho mayor en
aquellos pacientes con ambas patologias registrandose, ademas, peores
resultados en cuanto a calidad de suefio, ansiedad y depresion en estos
sujetos (31)clinical effects, and suicide risk in comorbid fibromyalgia
(FM. En la misma linea encontramos estudios en los que se establece
una conexion entre el riesgo de suicidio y la migrafia que se agrava al
padecer ademas fibromialgia; aunque no se recoge el riesgo de suicidio
en pacientes con fibromialgia y migrafa asociada (32).

LIMITACIONES DEL ESTUDIO

A El presente estudio tiene como principal limitacion la obten-
cion de datos a partir de un estudio realizado previamente, el cual iba
orientado principalmente al analisis de la eficacia de un probiético en
pacientes con fibromialgia y trastornos gastrointestinales asociados.
Asimismo, la muestra utilizada presenta sesgo ya que los pacientes
fueron reclutados de asociaciones de fibromialgia, a las cuales usual-
mente se adhieren los enfermos mas graves.

Estas limitaciones, junto con la elevada comorbilidad con otras
patologias en ambos grupos, podrian ser la causa por la que no hemos
encontrado diferencias significativas entre ambos grupos en nuestro
estudio.
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CONCLUSIONES

No hemos hallado diferencias significativas en cuanto a la calidad
de vida, sueio, depresion, dolor, presencia de ideacion suicida ni tras-
tornos gastrointestinales entre pacientes con fibromialgia y pacientes
con fibromialgia y migrafia comérbida, salvo por la mayor prevalencia
de dispepsia en este ultimo grupo.

Es de destacar, sin embargo, que ambas muestras presentaban
una elevada comorbilidad con otras patologias, depresion, trastornos
del suefio y baja calidad de vida.

Analizamos los datos basales de cada uno de los pacientes perte-
necientes al estudio, estableciendo dos grupos de analisis que compa-
ramos posteriormente: pacientes con fibromialgia (FM) y pacientes con
fibromialgia asociada a migraiia (FM+M) no encontrando diferencias
significativas en ninguna de las variables de valoracion expuestas
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Capitulo 5

Evaluacion de la contribucion genética
a la enfermedad de Parkinson

ALCANTUD, ). L., Ruz, C,, PELEGRINA, )., BANDRES-CIGA, S.,
BARRERO, F. J., VIVES, F, DURAN, R.

RESUMEN

La enfermedad de Parkinson (EP) es la segunda enfermedad neu-
rodegenerativa mas importante a nivel mundial, y la primera en lo
referente a trastornos del movimiento. La edad sigue siendo el prin-
cipal factor de riesgo de la EP, y por tanto a medida que aumenta la
esperanza de vida, también lo hace su incidencia. Ademas de la edad,
hay otros factores que contribuyen a su desarrollo como pueden ser
ambientales, metabolicos y genéticos. Estos ultimoshan concentrado
la atencion de los investigadores en los ultimos afos, donde gracias
al avance en técnicas de genotipado, es cada vez mas facil analizar e
identificar nuevos genes implicados en la patologia de la EP. La ma-
yoria de los genes identificados hasta ahora siguen un patrén de he-
rencia autosomico, ya sea dominante o recesivo, y son responsables
de las formas monogénicas de la EP de tipo familiar, ya que suelen
transmitirse a la descendencia y se encuentran localizados en familias
y poblaciones concretas. Sin embargo, hay un nimero creciente de
factores de riesgo genético, que aumentan la predisposicion a su por-
tador de desarrollar EP, pudiendo explicar asi los casos esporadicos de
la enfermedad en combinacion con otros factores desencadenantes.

INTRODUCCION

Las enfermedades neurodegenerativas son uno de los mayores
problemas de la actualidad, ya que su incidencia es cada vez ma-
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yor. Estas enfermedades atienden a numerosas causas, entre las que
destacan: problemas en el metabolismo proteico, alteraciones de las
membranas celulares, estrés oxidativo, etc. Todas ellas conducen a un
mismo punto: la muerte neuronal, un proceso progresivo que poco a
poco va dafando el Sistema Nervioso Central.

Sin embargo, el factor determinante en estas enfermedades es la
edad. El avance tecnologico y médico de los ultimos afios ha tenido
como consecuencia directa un aumento significativo de la esperanza
de vida en los paises del primer mundo. Esto puede considerarse sin
duda alguna un éxito; aunque, como es de esperar, conlleva también
un aumento del riesgo de sufrir una enfermedad neurodegenerativa.
Dentro de este tipo se encuentran enfermedades como: la enferme-
dad de Alzheimer (EA), la EP, la Esclerosis Lateral Amiotrofica, la Escle-
rosis Multiple y la Demencia frontotemporal entre otras.

En este capitulo nos vamos a centrar en la EP. Descrita por primera
vez en el ailo 1817 por James Parkinson, se trata de una enfermedad
cronica que afecta principalmente al movimiento de la persona que
la padece. Entre sus principales sintomas motores se encuentran: bra-
diquinesia (lentitud a la hora de realizar movimientos voluntarios y/o
hablar), rigidez, temblores en reposo einestabilidad postural. Dichos
sintomas motores suelen ser asimétricos, se van pronunciando confor-
me avanza la enfermedad y generalmente acaban produciendo disca-
pacidad (1). La EP también presenta otros sintomas no motores como
pueden ser hiposmia, depresion, disfuncion cognitiva y/o demencia.

La enfermedad se produce por una pérdida de dopamina en el ce-
rebro debido a la muerte de las neuronas productoras de dicho neu-
rotransmisor en la sustancia negra. Comomarcadores patologicos de
la enfermedad destacamos la presencia de cuerpos de Lewy y neuritas
de Lewy, agregados intracelulares constituidos principalmente porla
proteina a-sinucleina. No solo se ven afectadas las neuronas de la sus-
tancia negra, sino que también hay dafos en otras zonas del cerebro,
responsables de otros sintomas de la enfermedad que no estan rela-
cionados con el control motor.

Una de las grandes limitaciones de la EP es que no existe una téc-
nica de imagen o analisis de laboratorio que permita un diagndstico
precoz. Su diagndstico es exclusivamente clinico: comprende una eva-
luacion de la historia clinica del paciente, exploraciones neuroldgicas
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y una bateria de test adicionales, que pueden ser Utiles para descartar
otras posibles patologias con sintomas similares. La forma mas exacta
de saber si un paciente ha sufrido esta enfermedad es haciendo una
evaluacion patoldgica de su cerebro una vez haya fallecido. Sin embar-
go, los diagndsticos hechos por neurélogos durante la vida de los su-
jetos tienen un valor predictivo positivo de en torno al 76 % (2). Este
porcentaje es aun mayor si en el diagndstico intervienen especialistas
en trastornos del movimiento, pudiendo llegar al 98% (3).

La EP es la segunda enfermedad neurodegenerativa mas comun,
solamente superada por la EA. Es la primera que implica trastornos
motores. Su prevalencia es de unos 100-300 por cada 100000 habi-
tantes. Sin embargo, se estima que para el afio 2030, debido al men-
cionado avance tecnoldgico y el consecuente envejecimiento de la
poblacion, esta cantidad se duplique (4).

La aparicion de la enfermedad aumenta muy pronunciadamente
con la edad. De esta manera, es muy raro presentarla antes de los 50
anos, y una vez superados los 60 tanto la prevalencia como la inci-
dencia aumentan progresivamente. En un estudio se vio la diferencia
de prevalencia en personas de entre 50 y 59 afios con respecto a otro
grupo de 70 a 79 afos; siendo de 107 por cada 100000 personas en el
primer grupo, y 1087 de cada 100000 en el segundo (5).

Respecto a la diferencia entre hombres y mujeres, suelen verse mas
hombres afectados que mujeres. Se han intentado dar varias explica-
ciones a este hecho. Las teorias que mas fuerza tienen hablan sobre
una posible proteccion de los estrogenos, factores genéticos ligados al
cromosoma X o que los hombres estadisticamente sufren una mayor
exposicion a factores que puedan desencadenar la enfermedad (6, 7).

En los ultimos afos se han llevado a cabonumerosos estudios que
confirman la contribucion de factores genéticos a la patogénesis de la
EP. Es decir, la EP puede presentarse de manera esporadica, o también
puede tener un componente hereditario, en cuyo caso se la denomina
EP familiar.

Fue en el aflo 1997 cuando se identificaron por primera vez muta-
ciones responsables de esta enfermedad, presentes en el gen que codi-
fica para la a-sinucleina (gen SNCA) (8). Esto supuso un antes y un des-
pués, ya que abria las puertas al estudio de la EP desde otra perspectiva
como es la genética. Con el paso de los afos se han ido identificando
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nuevos genes ligados a formas hereditarias de la enfermedad. Ademas,
se han identificado numerosos factores genéticos de riesgo.

Hay numerosos genes implicados en las formas monogénicas de
la EP. En funcién de cuales presenten mutaciones, podemos estar ante
una EP con un patron de herencia autosémica dominante, donde en-
contramos genes tales como SNCA, LRRK2, VPS35, GCH1, TMEM230,
GIGYF2, HTRA2, EIF4G1, CHCHD2 o UCHLT; o EP con un patréon de
herencia autosémico recesivo, entre los que destacan PRKN, PINK1,
DJ1, ATP13A2, PLA2G6, FBXO7, DNAJC6 o PODXL (9). Es importante
destacar que todas las formas monogénicas combinadas son capaces
de explicar un 30% de las formas familiares de EP, mientras que sélo lo
hacen en un 5% de las esporadicas (10).

El gran avance que ha habido en las tecnologias empleadas en la
identificacién de genes ha hecho posible que conocer el genoma de
un individuo, es decir, genotiparlo, sea un proceso cada vez mas ra-
pido y barato. La primera vez que se consiguio fue en 2001, con la
publicacion del genoma humano completo. A partir de entonces, las
técnicas para identificar nuevos genes han ido optimizandose. Esto
ha permitido la inclusion de pruebas genéticas como parte del diag-
noéstico de algunas enfermedades, con el objetivo de identificar genes
causantes y/o que predisponen a sufrir alguna enfermedad. De esta
forma, si se detecta que una persona posee algin gen o mutacion
perjudicial, se consigue una mayor prevencion o una optimizacion del
tratamiento de dicha enfermedad.

Actualmente, se usan varias técnicas que permiten identificar di-
chos genes, y en funcion de la frecuencia con la que se presentan en la
poblacion y el riesgo que suponen para sufrir una enfermedad, puede
usarse una u otra. Dichas técnicas son:

—Anadlisis de ligamiento. Se basa en el hecho de que genesque
se localizan muy préximos entre si dentro del cromosoma se
heredan en bloque, ya que los loci permanecen juntos durante
la meiosis. Consiste en mapear alguna caracteristica fenotipica
que sea facil de localizar y esté asociada al gen de interés y ver
si se expresa o no. Es muy util para casos dentro de la misma
familia y en patrones de herencia mendeliana.

—Secuenciacion del exoma. El exoma es la parte del ADN que
se codifica, es decir, donde se encuentra la informacion genéti-
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ca. Dado que hay enfermedades en las que hay implicado mas
de un gen, el fundamento de esta técnica es secuenciar todas
lassecuencias genéticasque constituyen el exoma del individuo
para compararlas con secuencias de referencia previamente
publicadas en bases de datos.

—GWAS. Sus siglas corresponden a “acrénimo de “Genome Wide
Association Study” o “Estudio de asociacion del genoma comple-
to”. Es de las técnicas que mas informacion aporta. Consiste en
analizar si variantes genéticas dentro de una poblacién (normal-
mente SNPs) podrian estar asociadas con una enfermedad. Para
ello, se compara la frecuencia alélica de una variante en un grupo
significativo de pacientes y controles. Esta técnica constituye el
primer paso en la deteccion de “genes candidatos”, es decir, posi-
bles genes implicados en el desarrollo de una enfermedad.

Ademas de las formas monogénicas de EP, los factores genéticos
de riesgo son otra posible causa de la EP en combinacion con otros
factores, principalmente ambientales. Es en la identificacion de éstos
donde los GWAS mencionados anteriormente cobran especial impor-
tancia. Se calcula que, aunquese han descubierto muchos loci asocia-
dos a factores genéticos de riesgo, estos s6lo aumentan en 1.2 a 1.5 el
riesgo de sufrir EP (11). Es importante resaltar que en funcion del gen
mutado, diferentes vias o estructuras neuronales se veran afectadas
por lo que el proceso de la EP puede verse acelerado, haciendo que la
edad de inicio de la enfermedad se vea reducida (12).

En la siguiente imagen se ve representada una linea temporal en
la que se muestra la evolucién de las variantes descubiertas gracias a
la técnica GWAS a través del tiempo.
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Number of GWAS variants associated with Parkinson's disease
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Fig 1. Descubrimientos genéticos sobre la EP usando GWAS a lo largo del tiempo.
Tomada de: Blauwendraat, C,, Nalls, M. A., & Singleton, A. B. (2020). The genetic
architecture of Parkinson’s disease. The Lancet Neurology, 19(2), 170-178.

A continuacion, se enumeran tanto los genes como los factores
genéticos de riesgo mas relevantes encontrados.

e ENFERMEDAD DE PARKINSON AUTOSOMICA DOMINANTE

Los genes afectados causantes destacados son:

SNCA. Gen que codifica para la proteina a-sinucleina. La muta-
cion puntual mas importante es la sustitucion de una Alanina por una
Treonina, en la posicion 53 del exdn 4. Esta mutacion fue descubierta
en 1997 en una familia italiana y posteriormente en tres familias grie-
gas usando analisis de ligamiento (8). Al poco de descubrir la implica-
cion de este gen con la enfermedad, se vio también que la a-sinucleina
era el principal constituyente de los cuerpos de Lewy, que son una de
las principales “marcas” o “identificativos” de la EP (13). Este gen codi-
fica una pequena proteina de 140 aminoacidos que puede presentar-
se en varios estados: desde oligdmeros de bajo peso molecular hasta
fibrillas amiloides de alto peso molecular que se encuentran en los
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cuerpos de Lewy. Esta proteina se localizaprincipalmente en el citosol,
donde se une a balsas lipidicas, en una interaccion que es necesaria
para el correcto funcionamiento de las sinapsis, ya que tiene un papel
crucial en la circulacion de vesiculas (14, 15). Ademas de la mutacion
descrita, se han visto otras mutaciones de cambio de sentido en dos
familias, una en Alemania y otra en el Pais Vasco. Por otra parte, tam-
bién se han detectado duplicaciones y triplicaciones de la region que
contiene la mutacionen varias familias (16).

LRRK2. Las mutaciones en este gen, que codifica para una protei-
na llamada dardarina, son la causa mas comun de EP familiar. En este
caso, el gen se encuentra en el cromosoma 12, y se localizdé también
mediante analisis de ligamiento en una gran familia japonesa en la
que varios miembros presentaban una EP de inicio tardio con caracte-
risticas similares, y posteriormente, el locus fue encontrado también
en varias familias europeas (17). Se trata de una larga proteina de 2527
aminoacidos perteneciente a la familia de las proteinas ROCO. Esta
ampliamente expresada en cuerpos de Lewy del tronco cerebral, don-
de esta asociada con el reticulo endoplasmico de neuronas dopami-
nérgicas. La proteina consta de un dominio COR y ROC con actividad
GTPasa y un dominio Serina/Treoninakinasa que constituyen un nu-
cleo enzimatico y caracteristico de esta proteina. Las mutaciones en
este gen afectan mayoritariamente al dominio kinasa de la proteina
(la mas comun aumenta su actividad), repercutiendo en el metabolis-
mo de muchas proteinas como la a-sinucleina, favoreciendo acumu-
los de ésta (18). Esta proteina esta implicada en numerosas funciones,
como autofagia, movimiento del citoesqueleto, cascadas de kinasas o
funcién mitocondrial (19). La mutacion mas comdn es un cambio en
la Glicina de la posicion 2019 por una Serina (también se ha visto en
formas esporadicas de la enfermedad) (20).

Hasta la fecha, se han encontrado mas de 100 mutaciones sin sen-
tido y de cambio de sentido en este gen, aunque solo hay pruebas
solidas de su patogenicidad para un pequeno porcentaje.

VPS35. Fue descubierto en 2011 usando técnicas de secuencia-
cion de nueva generacion (NGS). Codifica para una proteina que for-
ma parte del retromero, un complejo multiproteico celular encarga-
do del reciclaje de receptores transmembrana a través de endosomas
hasta el aparato de Golgi (21). La mutacion consiste en el cambio de
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un Aspartato en la posicién 620 por una Asparagina. Esta es la Unica
mutacion demostrada que tiene consecuencias patologicas. Se des-
cubrié en una familia austriaca con 16 personas afectadas de una va-
riante de parkinsonismo de herencia dominante y de inicio tardio. Se
compararon los exomas de dos primos segundos afectados para ver
qué mutaciones tenian en comuin y solamente se encontré la mencio-
nada anteriormente. Se busc6 en un grupo de 650 controles y no se
encontrd en ningun otro paciente. En todos los miembros afectados
de esa familia se manifesté igual: una EP de inicio tardio que seguia
un patrén de herencia mendeliana dominante (22). Es precisamente
la disfuncion de este complejo lo que apunta a ser el responsable de
la relacion entre este gen y la neurodegeneracion, ya que la proteina
por si sola fuera del retrémero, es rapidamente degradada (23). Entre
los receptores que se ven reciclados por la accion del retromero se
encuentra el receptor de dopamina D1 (DRD1) (24). Las personas con
esta mutacion tienen alterado el trafico de la Catepsina D, una protei-
na implicada en la degradacion de a-sinucleina (25).

Ademas de esta mutacion, se han encontrado numerosos po-
limorfismos en este gen como L774M, P316S, R524W o G51S entre
otros muchos. Sin embargo, aiin no estan relacionados definitivamen-
te con la EP (26).

Por ultimo, desde el afio 2005 se han ido realizando numerosos ex-
perimentos que han mostrado una relacion entre el nivel de expresion
de VPS35 y la EA (27). Por ejemplo, se vio un aumento en los depdsitos
de - amiloide en ratones knockout para el VPS35 (28); otros estudios
reflejan una actividad anormal de la microglia y del desarrollo hipocam-
pal, sintomas también vistos en la EA (29). Cabe destacar que en estos
casos, no se debe a una mutacion en este, sino a su expresion.

e ENFERMEDAD DE PARKINSON AUTOSOMICA RECESIVA

Las mutaciones que aparecen a continuacion suelen causar una
EP de inicio muy temprano, llegando a veces a presentarse en la ado-
lescencia. Estos tipos de EP son bastante raros y por lo general, los
fenotipos asociados a estas mutaciones son diferentes a los que pre-
sentan los pacientes con EP esporadica. Estos casos que se presentan
a tan temprana edad suelen avanzar de una manera mas lenta que las
causadas por genes que siguen un patron de herencia dominante o las
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esporadicas, y también, a diferencia de estas, en las autopsias a cere-
bros que han sufrido EP de inicio temprano no siempre se encuentran
depésitos de a-sinucleina (30).

Destacan los siguientes genes:

PARKIN: Fue el segundo gen identificado como causa de EP y el
primero que se heredaba siguiendo un patrén autosémico recesivo.
Este gen es uno de los mas largos del genoma humano y codifica para
una ubiquitinligasa de 465 aminoacidos. La mutacion mas importan-
te se trata de una delecion homocigoética de los exones 3 -7 en dicho
gen. Ocasiona un inicio temprano de la enfermedad bastante agresi-
vo, incluso antes de los 20 afios de edad. Se calcula que la mitad de la
gente que sufre EP familiar de inicio temprano con menos de 58 aiios
posee esta mutacion (31). Las mutaciones en este gen son la primera
causa de parkinsonismo autosémico recesivo juvenil (AJRP). Se han
identificado ademas mutaciones en los 12 exones del gen repartidas
por todo el mundo, consistentes en mutaciones puntuales y reorde-
namiento de exones. Son alrededor de 147, de las cuales un tercio son
sustituciones, el 12% son deleciones y el resto, algo mas de la mitad,
afectan a mas de un exon (32). Hay casos que presentan una muta-
cion en heterocigosis en este gen (s6lo uno de los alelos mutados) en
EP esporadicas, lo cual podria explicarse mediante una pérdida par-
cial de la funcion de la proteina codificada por este gen.

De hecho, se hicieron estudios para tratar de corroborar esto y los
resultados que se obtuvieron fueron contradictorios. Dada la longitud
del gen y la amplia diversidad de mutaciones posibles, se plantea que
haya alguna mutacion en el segundo alelo que no haya sido ain de-
tectada en estos casos (33).

La patologia de la EP producida por mutaciones en este gen suele
caracterizarse por una gran pérdida de neuronas en la sustancia ne-
gra, patologias relacionadas con la proteina Tau y una falta de cuerpos
de Lewy post-mortem. La falta de cuerpos de Lewy en estos pacientes,
siendo éstos un marcador de la enfermedad, podria explicarse por el
inicio temprano en el que se desarrolla la EP. Es mas, algunos pacien-
tes que presentaban mutaciones en Parkin y tenian cuerpos de Lewy
solian vivir una media de 20 afios mas (34).

Uno de los dominios de esta proteina interacciona con la enzima
E2, clave en el proceso de ubiquitinizacién y posterior degradado pro-
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teico. Una de las mutaciones patogénicas, p.T240R, interrumpe dicho
proceso. Esta proteina es citosoélica, excepto cuando se produce dafo
mitocondrial, en cuyo caso es fosforilada por PINK1, que es otra pro-
teina codificada por un gen implicado en la EP. Tras dicha fosforila-
cion, es traslocada a la superficie mitocondrial para el reciclaje de las
proteinas de su membrana. Esto ofrece una explicacion a la relacion
entre la disfunciéon mitocondrial y la EP, ya que con esta proteina inac-
tivada, no podrian repararse dichos organulos (35).

PINK1: Se encuentra en una pequefia region de apenas 13 cM de
longitud en el cromosoma 1. Se han encontrado mas de 10 mutacio-
nes en este gen que causan una EP de inicio temprano. Un ejemplo
es el cambio de una Glicina en la posicién 309 por un Aspartato. Este
gen codifica una kinasa mitocondrial de 581 aminoacidos, responsa-
ble de mediar en la mitofagia de mitocondrias danadas (36). Todas las
mutaciones en este gen son la segunda causa de aparicion de EP auto-
sOmica recesiva. Los pacientes de este grupo no presentan signos de
demencia (37). Un estudio de 2017 mostr6 que portar una copia de
una mutacion bastante rara en este gen (cambio de una glicina en la
posicion 411 por una serina) aumenta mucho mas que otras variantes
el riesgo de sufrir EP (38). Dicha mutacion disminuye de forma noto-
ria la actividad kinasa en neuronas de la proteina codificada por este
gen y adelanta el inicio de la EP. Ademas, pacientes que portan esta
mutacion en heterocigosis presentan un parkinsonismo leve.

Una caracteristica importante de la proteina codificada por este
gen, es que cuando se sobreexpresa la variante sana, es capaz de res-
catar a la célula de una apoptosis inducida por estrés a través de la via
mitofagica. Es decir, este gen es esencial en la supervivencia de la cé-
lula y supone una posible terapia para pacientes con una EP de inicio
temprano que posean esta mutacion (35). Por ultimo, hay que sefalar
la identificacion de una mutacion en dos familias italianas, que tras
analizarlas, se vio quepresentaban un haplotipo (conjunto de genes
que se hereda en bloque) comuln y compartian ancestro (39).

DJ-1: Las mutaciones, tanto homocigéticas como heterocigéticas
en este gen son muy raras y responsables de casi el 2% de los casos de
parkinsonismo juvenil de herencia autosémica recesiva (40). La pri-
mera mutacion se encontré en Holanda, y mas adelante se encontré
en dos familias europeas mas, constituyendo este gen como el tercero



Evaluacion de la contribucion genética a la enfermedad de Parkinson 137

asociado a una EP autosoémica recesiva. Se han identificado tanto de-
leciones homocigotas de exones como una mutacion sin sentido muy
conservada, p. L166P. La consecuencia es una pérdida de la funcion de
la proteina que codifica. Se manifiesta con un inicio de la enfermedad
a mitad de la veintena de edad, sensible a levodopa, muy similar a las
manifestaciones de las mutaciones anteriores (PARKIN y PARKT) (41).
La proteina DJ-1 es una peptidasa implicada en la proteccion celular
contra el estrés oxidativo y en el mantenimiento de un nivel 6ptimo
de la funcion dopaminérgica en la via nigroestriatal (42).

Ademas, se ha visto que tiene actividad chaperona y puede in-
hibir la agregacion de a-sinucleina, clave en la formacién de cuerpos
de Lewy (43). También se cree que puede estar implicada en la regu-
lacion transcripcional de genes neuroprotectores y antiapoptoticos.
Tanto DJ-1 como PINK1 interactuan para proteger a la célula del estrés
oxidativo. Los estudios mas recientes también atribuyen a DJ-Tun pa-
pel en la regulacion transcripcional de PINK1 (44).

ATP13A2. Las mutaciones en este gen (muy poco frecuentes) cau-
san un tipo raro de EP llamado desorden de Kufor-Rakeb, caracteriza-
do por un inicio juvenil, baja respuesta a levodopa y otras caracteris-
ticas poco comunes. Se han visto hasta 11 familias con distintos tipos
de mutaciones en las que la severidad varia de unas a otras en funcién
de la mutacion (45). El gen codifica para una proteina de 1185 ami-
noacidos de la familia de las ATPasas. Esta implicada en movimientos
vacuolares, salud mitocondrial y en la proteccion de la célula frente
a metales téxicos. Una sobreexpresion de esta proteina rescata a la
neurona de una acumulacion de a-sinucleina (46).

PLA2G6. Varias mutaciones sin sentido en este gen producen un
parkinsonismo sensible a levodopa con distonia, y en la mayoria de
casos, acumulaciones de hierro en el cerebro (47). Este gen codifica
para una proteina de 806 aminoacidos llamada Fosfolipasa A, encar-
gada de hidrolizar glicerofosfolipidos, interviniendo en vias de sefali-
zacion intracelular (48). Se ha demostrado que una disfuncionde esta
proteina, fruto de las mutaciones, ocasiona daos mitocondriales y
neurodegeneracion (49).

FBXO7. La primera mutacién en este gen fue identificada gracias
al analisis de ligamiento y posterior secuenciacion en una familia ira-
ni con sintomas similares, tales como paraplejia espastica de inicio
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temprano que acabé desembocando en un parkinsonismo sensible
a levodopa que afectaba al sistema piramidal. Poco después se vieron
otras mutaciones en individuos de otras dos familias con sintomas
similares (50). Este gen codifica para la proteina 7 de caja F de 443
aminoacidos. Interviene junto a PARKT y Parkin en el mantenimien-
to mitocondrial y la mitofagia, por lo que una mutacion en este gen
origina un fallo mitocondrial que acaba desencadenando el proceso
neurodegenerativo (51).

DNJAC6. Codifica para la auxilina. Se trata de una proteina aso-
ciada a la clatrina especifica de neuronas y muy abundante en las
terminales nerviosas, lo que parece indicar que juega un papel muy
importante en el reciclaje de vesiculas sindpticas. La auxilina es una
co-chaperona que recluta a Hsc70 a la vesicula revestida de clatrina
para su desensamblaje (52). Si esta proteina es defectuosa, esto puede
causar una alteracion en el trafico vesicular, pudiendo desembocar en
un parkinsonismo. Una mutacion causante de la EP es la p.Q734X, la
sustitucion de una glutamina en la posicion 734 por otro aminoacido
indeterminado. Se localizd en dos hermanos que presentaron EP de
inicio temprano y la principal teoria de su efecto es la eliminacion de
180 residuos del dominio C-terminal, originando una proteina defec-
tuosa (53).

e FACTORES DE RIESGO GENETICO

Ademas de las mutaciones en los genes que contribuyen a las for-
mas monogeénicas de la EP, existen multiples factores de riesgo gené-
tico que aumentan la predisposicion a desarrollarla, generalmente en
combinacién con otros factores como los ambientales. Estos han sido
identificados gracias a técnicas como el GWAS. Su efecto sobre el ries-
go genético puede cuantificarse con estudios de asociacion genética
(54). A continuacion, resaltamos los mas importantes:

a-sinucleina. Como se ha mencionado anteriormente, mutacio-
nes en este gen ocasionanuna EP familiar. A raiz de este descubrimien-
to, se estudio la variabilidad del gen para ver si estaba también asocia-
do con riesgo para desarrollarEP esporadica. Se vio que la frecuencia
de un polimorfismo en la regién promotora del gen SNCA era signi-
ficativamente diferente entre pacientes con EP y controles sanos. En
concreto, el riesgo de sufrir EP era casi 13 veces mayor (55). Aunque
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esto no se consiguio replicar, en otro estudio se analizéla variabilidad
entre los distintos alelos del promotor del gen SNCA y el riesgo de EP a
través deun metaanalisis. En él se muestra una asociacion inequivoca
entre la variabilidad del gen y el desarrollo de EP (56). Gracias a nume-
rosos analisis mediante la técnica GWAS se han identificadovariosS-
NPs significativos, al menos tres, asociados a un aumento del riesgo de
sufrir EP (57). Dado que el locus de SNCA puede presentar diferentes
variantes genéticasrelacionadas con la enfermedad, una pregunta in-
teresante a plantear es si dichas variantes influyen de igual manera en
el desarrollo de la EP, o si por el contrario, cada polimorfismo tiene un
mecanismo de accion diferente (33).

LRRK2. Al igual que en el caso anterior, la identificacion de muta-
ciones en el gen LRRK2 como causa monogénica de EP familiar condujo
a examinar otrasvariantes de este gen comunes en varias poblaciones.
Una variante, la p.G2385R, presente en el 5% de la poblacion, dobla
el riesgo de sufrir EP en aquellos que la tienen (58). Fue encontrada
en multitud de paises asiaticos como Singapur, China, Taiwan, Korea
0 Japoén. Otro ejemplo es la p.R1628P, que también duplica el riesgo
de EP, encontrada en Taiwan o Vietnam (59). Este locus se ha identi-
ficado también en poblacion caucasica mediante GWAS, aunque en
esta zona geografica esta menos estudiado, por lo que se requieren
futurosestudios.La variante p.G2385R, localizada en el dominio WD40
del extremo C- terminal de la proteina muestra una menor estabilidad
que otras variantes, ya que este polimorfismo afecta a su estructura,
pero al mismo tiempo aumenta su afinidad por una proteina que le
confiere mayor estabilidad, por lo que se cree que gracias a esto es por
lo que esta variante se considera “solo” un factor de riesgo, y no una
variante mas penetrante como los SNPs vistos con anterioridad que si
son responsables de una forma monogénica de la EP (60).

Glucocerebrosidasa (GBA). Mutaciones en homocigosis en este
gen son responsables del desarrollo de una enfermedadde almace-
namiento lisosomalde herencia autosomica recesiva,llamada la enfer-
medad de Gaucher. Este gen codifica para una proteina integral de
membrana, la enzimaf-glucocerebrosidasa, necesaria para degradar
glucocerebrésidos en glucosa y ceramida. Se ha observado que una
reduccion de su actividad en tejido cerebral resulta en un aumento en
la agregacion de a-sinucleina (61). Se observo que un porcentaje de
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pacientes con enfermedad de Gaucher presentaban parkinsonismo,
sosteniendo la hipotesis de que la deficiencia en GBA conduce a una
predisposicion al desarrollo de EP (62). Posteriormente se demostro
que la presencia de mutaciones en heterocigosis en este gen incre-
mentaba el riesgo de sufrir EP (63). Mas adelante, un metaanalisis rea-
lizado a los datos existentes hasta la fecha mostré que en poblaciones
judias asquenazies la frecuencia de dos mutaciones comunes enGBA,
las p.N370S y la p.L444P se encontraban en un 15% y 3% respectiva-
mente en pacientes con EP, mientras que en diferentes poblaciones
judias el porcentaje era menor del 3% y en controles no superaba el
1% (64). Una simple mutacion en este gen aumentaba en 5 veces el
riesgo de sufrir EP, mientras que era despreciable respecto a la enfer-
medad de Gaucher. Las dos mutaciones analizadas ademas estaban
ligadas a sufrir demencia con cuerpos de Lewy yEP con demencia (65).
Las mutaciones en GBA estan asociadas a un inicio mas temprano de
la EP (66).

Proteina Nucleolar Mesencefalica (MIDN). Descubierta en el
ano 2000, se trata de una proteina implicada en la regulacion de la
neurogénesis. Posee un dominio similar a la ubiquitina en el extre-
mo N-terminal; y una sefial de localizacion nucleolar en el C-terminal
(67). En un estudio llevado a cabo en Japon en 2017 se vio que habia
una pérdida en el numero de copias de este gen en pacientes de EP
esporadica respecto a controles sanos (68). Por otro lado, en 2019, Y.
Obara et al replicaron el experimento, esta vez en poblacion britanica,
arrojando resultados similares que parecen confirmar que la relacion
entre MIDN y la EP, confirmando que se trata de un factor de riesgo
genético universal (69).

CONCLUSION

Es indiscutible como la genética ha contribuido enormemente en
conocer la etiologia de la EP. Se han identificado muchos genes res-
ponsables de sufrir la enfermedad o, al menos, de aumentar el riesgo
de ello. Es interesante ver como varias de estas mutaciones tienen di-
ferentes variantes distribuidas por toda la poblacion, lo cual indica la
variabilidad entre poblaciones y a la vez la similitud entre individuos
de la misma especie: diferentes mutaciones en un mismo gen pueden
producir los mismos efectos.Sin embargo, las formas familiares de la
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EP son raras y ain no hay ninguna forma de tratamiento eficaz desa-
rrollada para frenar el avance de la EP o evitarlo. Ademas, aunque ya
hay identificados numerosos factores genéticos de riesgo, alin quedan
muchos mas por identificar, y es ahi donde técnicas como GWAS o
técnicas de genotipado de nueva generacion han de intervenir para
ampliar nuestros conocimientos sobre estas enfermedades tan com-
plejas como lo son las neurodegenerativas y permitirnos asi intervenir
de una manera mas eficaz ante este problema que cada vez mas afec-
ta a nuestra sociedad. Otra via de accion podria ser la realizacion de
estudios a pacientes con mutaciones causantes de EP con objetivo de
encontrar una nueva terapia dirigida a una causa genética particular,
como se esta haciendo con inhibidores del dominio kinasa de LRRK2
(70); o bien estudios focalizados en portadores que no manifiestan la
EP, de cara a una posible terapia presintomatica.

BIBLIOGRAFIA

1. Obeso, J. A, Rodriguez-Oroz, M. C,, Goetz, C. G, Marin, C,, Kor-
dower, ). H,, Rodriguez, M,, ... & Halliday, G. (2010). Missing pieces
in the Parkinson’s disease puzzle. Nature medicine, 16(6), 653-661.

2. Hughes, A. ], Daniel, S. E, Kilford, L., & Lees, A. ). (1992). Accuracy
of clinical diagnosis of idiopathic Parkinson’s disease: a clinico-pa-
thological study of 100 cases. Journal of Neurology, Neurosurgery
& Psychiatry, 55(3), 181-184.

3. Horvath, ), Burkhard, P. R, Bouras, C., &Kovari, E. (2013). Etiolo-
gies of P arkinsonism in a Century-Long Autopsy-Based Cohort.
Brain pathology, 23(1), 28-33.

4. Dorsey, E., Constantinescu, R.,, Thompson, . P, Biglan, K. M., Ho-
lloway, R. G, Kieburtz, K, .. & Tanner, C. M. (2007). Projected
number of people with Parkinson disease in the most populous
nations, 2005 through 2030. Neurology, 68(5), 384-386.

5. Pringsheim, T, Jette, N,, Frolkis, A, & Steeves, T. D. (2014). The
prevalence of Parkinson’s disease: A systematic review and meta.
analysis. Movement disorders, 29(13), 1583-1590.

6. Wooten, G.F, Currie, L.J.,, Bovbjerg, V.E,, Lee, ). K, &Patrie, ). (2004).
Are men at greater risk for Parkinson’s disease than women?. Jour-
nal of Neurology, Neurosurgery & Psychiatry, 75(4), 637-639.



142 ALCANTUD / RUZ / PELEGRINA / BANDRES-CIGA / BARRERO / VIVES / DURAN

7. Taylor, K. S. M,, Cook, ). A, &Counsell, C. E. (2007). Heterogeneity
in male to female risk for Parkinson’s disease. Journal of Neurolo-
gy, Neurosurgery & Psychiatry, 78(8), 905-906.

8. Polymeropoulos, M. H,, Lavedan, C,, Leroy, E, Ide, S. E.,, Dehejia,
A, Dutra, A, ... &Stenroos, E. S. (1997). Mutation in the a-synu-
clein gene identified in families with Parkinson’s disease. Science,
276(5321), 2045-2047.

9. Lunati, A, Lesage, S., & Brice, A. (2018). The genetic landscape of
Parkinson’s disease. Revue neurologique, 174(9), 628-643.

10. Kumar, K. R, Djarmati-Westenberger, A., &Griinewald, A. (2011).
Genetics of Parkinson’s disease. Seminars in Neurology, 31(5),433-
440.

11. Labbé, C,, & A Ross, O. (2014). Association studies of sporadic
Parkinson’s disease in the genomic era. Current genomics, 15(1),
2-10.

12. Blauwendraat, C,, Nalls, M. A,, & Singleton, A. B. (2020). The ge-
netic architecture of Parkinson’s disease. The Lancet Neurology,
19(2), 170-178.

13. Spillantini, M. G,, Schmidt, M. L, Lee, V. M. Y,, Trojanowski, J. Q.,
Jakes, R., & Goedert, M. (1997). a-Synuclein in Lewy bodies. Na-
ture, 388(6645), 839-840.

14. Fortin, D. L, Troyer, M. D., Nakamura, K., Kubo, S. I, Anthony, M. D.,
& Edwards, R. H. (2004). Lipid rafts mediate the synaptic localiza-
tion of a-synuclein. Journal of Neuroscience, 24(30), 6715-6723.

15. Burré, )., Sharma, M., Tsetsenis, T., Buchman, V, Etherton, M. R,,
&Sudhof, T. C. (2010). a-Synuclein promotes SNARE-complex as-
sembly in vivo and in vitro. Science, 329(5999), 1663-1667.

16. Ibafez, P, Lesage, S., Janin, S, Lohmann, E,, Durif, F, Destée, A, ...
&Agid, Y. (2009). a-Synuclein gene rearrangements in dominantly
inherited parkinsonism: frequency, phenotype, and mechanisms.
Archives of neurology, 66(1), 102-108.

17. Zimprich, A, Biskup, S., Leitner, P, Lichtner, P, Farrer, M., Lincoln,
S., .. &Stoessl, A. ). (2004). Mutations in LRRK2 cause autoso-
mal-dominant parkinsonism with pleomorphic pathology. Neu-
ron, 44(4), 601-607.

18. Greggio, E. (2012). Role of LRRK2 kinase activity in the pathogen-
esis of Parkinson’s disease.



Evaluacion de la contribucion genética a la enfermedad de Parkinson 143

19. Beilina, A, Rudenko, I. N., Kaganovich, A,, Civiero, L., Chau, H,
Kalia, S. K,, ... & Ding, ). (2014). Unbiased screen for interactors
of leucine-rich repeat kinase 2 supports a common pathway for
sporadic and familial Parkinson disease. Proceedings of the Na-
tional Academy of Sciences, 111(7), 2626-2631.

20. Guedes, L. C,, Ferreira, J. J., Rosa, M. M., Coelho, M., Bonifati, V., &
Sampaio, C. (2010). Worldwide frequency of G2019S LRRK2 mu-
tation in Parkinson’s disease: a systematic review. Parkinsonism &
related disorders, 16(4), 237-242.

21. Trousdale, C,, & Kim, K. (2015). Retromer: Structure, function,
and roles in mammalian disease. European journal of cell biology,
94(11), 513-521.

22. Zimprich, A, Benet-Pages, A, Struhal, W, Graf, E,, Eck, S. H., Offman,
M.N, .. &Rossle, S. C. (2011). A mutation in VPS35, encoding a sub-
unit of the retromer complex, causes late-onset Parkinson disease.
The American Journal of Human Genetics, 89(1), 168-175.

23. Follett, J., Bugarcic, A, M Collins, B., & D Teasdale, R. (2017). Ret-
romer’s role in endosomal trafficking and impaired function in
neurodegenerative diseases. Current Protein and Peptide Science,
18(7), 687-701.

24. Wang, C, Niu, M,, Zhou, Z,, Zheng, X,, Zhang, L, Tian, Y, .. & Zhang,
Y. W. (2016). VPS35 regulates cell surface recycling and signaling
of dopamine receptor D1. Neurobiology of aging, 46, 22-31.

25. Cullen, V, Lindfors, M., Ng, J., Paetau, A., Swinton, E.,, Kolodziej, P,
.. &Myllykangas, L. (2009). Cathepsin D expression level affects
alpha-synuclein processing, aggregation, and toxicity in vivo. Mo-
lecular brain, 2(1), 5.

26. Rahman, A. A, & Morrison, B. E. (2019). Contributions of VPS35
Mutations to Parkinson’s Disease. Neuroscience, 401, 1-10.

27. Small, S. A, Kent, K, Pierce, A, Leung, C,, Kang, M. S., Okada, H,,
.. & Kim, T. W. (2005). Model-guided microarray implicates the
retromer complex in Alzheimer’s disease. Annals of Neurology:
Offcial Journal of the American Neurological Association and
the Child Neurology Society, 58(6), 909-919.

28. Wen, L, Tang,F.L,Hong, Y, Luo,S.W, Wang, C.L,, He, W, ... & Zhang,
Q. G. (2011). VPS35 haploinsufficiency increases Alzheimer’s dis-
ease neuropathology. Journal of Cell Biology, 195(5), 765-779.



144 ALCANTUD / RUZ / PELEGRINA / BANDRES-CIGA / BARRERO / VIVES / DURAN

29. Appel, J. R, Ye, S, Tang, F, Sun, D,, Zhang, H., Mei, L., &Xiong, W.
C. (2018). Increased microglial activity, impaired adult hippo-
campal neurogenesis, and depressive-like behavior in microglial
VPS35-depleted mice. Journal of Neuroscience, 38(26), 5949-
5968.

30. N Hauser, D,, T Primiani, C., & R Cookson, M. (2017). The Effects
of Variants in the Parkin, PINK1, and DJ-1 Genes along with Ev-
idence for their Pathogenicity. Current Protein and Peptide Sci-
ence, 18(7), 702-714.

31. Kitada, T, Asakawa, S., Hattori, N, Matsumine, H., Yamamura, Y.,
Minoshima, S., ... & Shimizu, N. (1998). Mutations in the parkin
gene cause autosomal recessive juvenile parkinsonism. nature,
392(6676), 605-608.

32. Griunewald, A, Voges, L., Rakovic, A,, Kasten, M., Vandebona, H.,
Hemmelmann, C, ... &Pramstaller, P. P. (2010). Mutant Parkin im-
pairs mitochondrial function and morphology in human fibro-
blasts. PloS one, 5(9), €12962.

33. Reed, X, Bandrés-Ciga, S., Blauwendraat, C,, & Cookson, M. R.
(2019). The role of monogenic genes in idiopathic Parkinson’s dis-
ease. Neurobiology of disease, 124, 230-239.

34. Doherty, K. M., & Hardy, J. (2013). Parkin disease and the Lewy
body conundrum. Movement Disorders, 28(6), 702.

35. Narendra, D.P, Jin, S. M, Tanaka, A, Suen, D. F, Gautier, C. A., Shen,
J., ... &Youle, R.). (2010). PINK1 is selectively stabilized on impaired
mitochondria to activate Parkin. PLoSBiol, 8(1), €1000298.

36. Kane, L. A, Lazarou, M., Fogel, A. ., Li, Y, Yamano, K., Sarraf, S. A,
.. &Youle, R.J. (2014). PINK1 phosphorylates ubiquitin to activate
Parkin E3 ubiquitin ligase activity. Journal of Cell Biology, 205(2),
143-153.

37. Ibanez, P, Lesage, S., Lohmann, E., Thobois, S., Michele, G. D., Borg,
M., ... & Brice, A. (2006). Mutational analysis of the PINK1 gene
in early-onset parkinsonism in Europe and North Africa. Brain,
129(3), 686-694.

38. Puschmann, A, Fiesel, F. C, Caulfield, T. R, Hudec, R.,, Ando, M,,
Truban, D., .. &Swanberg, M. (2017). Heterozygous PINK1 p.
G411S increases risk of Parkinson’s disease via a dominant-nega-
tive mechanism. Brain, 140(1), 98-117.



Evaluacion de la contribucion genética a la enfermedad de Parkinson 145

39. Valente, E. M,, Abou-Sleiman, P. M,, Caputo, V., Mugit, M. M,, Har-
vey, K., Gispert, S., ... & Albanese, A. (2004). Hereditary early-on-
set Parkinson’s disease caused by mutations in PINK1. Science,
304(5674), 1158-1160.

40. Kalinderi, K., Bostantjopoulou, S., &Fidani, L. (2016). The genetic
background of Parkinson’s disease: current progress and future
prospects. Acta Neurologica Scandinavica, 134(5), 314-326.

41. Bonifati, V., Rizzu, P, Squitieri, F, Krieger, E., Vanacore, N. A,, Van
Swieten, J. C, ... &Heutink, P. (2003). D)-1 (PARK7), a novel gene
for autosomal recessive, early onset parkinsonism. Neurological
sciences, 24(3), 159-160.

42. Canet-Avilés, R. M., Wilson, M. A,, Miller, D. W,, Ahmad, R, Mc
Lendon, C,, Bandyopadhyay, S., ... & Cookson, M. R. (2004). The
Parkinson’s disease protein D)-1 is neuroprotective due to cyste-
ine-sulfinic acid-driven mitochondrial localization. Proceedings
of the National Academy of Sciences, 101(24), 9103-9108.

43. Shendelman, S., Jonason, A., Martinat, C,, Leete, T, &Abeliovich,
A. (2004). D)-1 is a redox-dependent molecular chaperone that
inhibits a-synuclein aggregate formation. PLoSBiol, 2(11), e362.

44. Requejo-Aguilar, R, Lopez-Fabuel, I, Jimenez-Blasco, D., Fernan-
dez, E., Almeida, A., & Bolaios, J. P. (2015). D)1 represses glycoly-
sis and cell proliferation by transcriptionally up-regulating Pink1.
Biochemical Journal, 467(2), 303-310.

45. Park, J. S, Blair, N. F, & Sue, C. M. (2015). The role of ATP13A2
in Parkinson’s disease: clinical phenotypes and molecular mecha-
nisms. Movement Disorders, 30(6), 770-779.

46. Kong, S. M,, Chan, B.K,, Park, J. S, Hill, K. ., Aitken, J. B,, Cottle, L., ...
& Cooper, A. A. (2014). Parkinson’s disease-linked human PARK9/
ATP13A2 maintains zinc homeostasis and promotes a-Synuclein
externalization via exosomes. Human molecular genetics, 23(11),
2816-2833.

47. Yoshino, H., Tomiyama, H., Tachibana, N., Ogaki, K, Li, Y., Funaya-
ma, M,, ... & Hattori, N. (2010). Phenotypic spectrum of patients
with PLA2G6 mutation and PARK14-linked parkinsonism. Neu-
rology, 75(15), 1356-1361.

48. Balsinde, )., & Balboa, M. A. (2005). Cellular regulation and pro-
posed biological functions of group VIA calcium-independent



146

49.

50.

51.

52.

53.

54.

55.

56.

57.

58.

ALCANTUD / RUZ / PELEGRINA / BANDRES-CIGA / BARRERO / VIVES / DURAN

phospholipase A2 in activated cells. Cellular signalling, 17(9),
1052-1062.

Kinghorn, K. J,, Castillo-Quan, J. |, Bartolome, F, Angelova, P.R,, Li,
L., Pope, S,, ... & Hardy, ). (2015). Loss of PLA2G6 leads to elevated
mitochondrial lipid peroxidation and mitochondrial dysfunction.
Brain, 138(7), 1801-1816.

Di Fonzo, A, Dekker, M. C.J., Montagna, P, Baruzzi, A, Yonova, E.H.,
Guedes, L. C,, ... & de Graaff, E. (2009). FBXO7 mutations cause au-
tosomal recessive, early-onset parkinsonian-pyramidal syndrome.
Neurology, 72(3), 240-245.

Zhou, Z. D, Xie, S. P, Sathiyamoorthy, S., Saw, W. T, Sing, T. Y., Ng,
S. H.,, ... & Wang, H. (2015). F-box protein 7 mutations promote
protein aggregation in mitochondria and inhibit mitophagy. Hu-
man molecular genetics, 24(22), 6314-6330.

Xing, Y., Bocking, T,, Wolf, M., Grigorieff, N, Kirchhausen, T, & Har-
rison, S. C. (2010). Structure of clathrin coat with bound Hsc70
and auxilin: mechanism of Hsc70-facilitated disassembly. The
EMBO journal, 29(3), 655-665.

Koroglu, C., Baysal, L., Cetinkaya, M., Karasoy, H., &Tolun, A. (2013).
DNAJC6 is responsible for juvenile parkinsonism with phenotypic
variability. Parkinsonism & related disorders, 19(3), 320-324.

Lill, C. M. (2016). Genetics of Parkinson’s disease. Molecular and
cellular probes, 30(6), 386-396.

Chouraki, V,, & Seshadri, S. (2014). Genetics of Alzheimer’s dis-
ease. Advances in Genetics 87, 245-294.

Maraganore, D. M,, De Andrade, M,, Elbaz, A,, Farrer, M. )., loanni-
dis, ). P, Kriiger, R,, ... &Hulihan, M. M. (2006). Collaborative anal-
ysis of a-synuclein gene promoter variability and Parkinson dis-
ease. Jama, 296(6), 661-670.

Pihlstrom, L, Blauwendraat, C, Cappelletti, C, Berge-Seid|, V, Lang-
myhr, M,, Henriksen, S. P, ... & North American Brain Expression Con-
sortium. (2018). A comprehensive analysis of SNCA-related genetic
risk in sporadic parkinson disease. Annals of neurology, 84(1), 117-129.
Di Fonzo, A, Wu-Chou, Y. H, Ly, C. S, Van Doeselaar, M., Simons,
E. ), Rohé, C. F, .. &Breedveld, G. J. (2006). A common missense
variant in the LRRK2 gene, Gly2385Arg, associated with Parkin-
son’s disease risk in Taiwan. Neurogenetics, 7(3), 133-138.



Evaluacion de la contribucion genética a la enfermedad de Parkinson 147

59. Wang, C, Cai, Y, Zheng, Z,, Tang, B.S., Xu, Y, Wang, T,, ... & Chan, P.
(2012). Penetrance of LRRK2 G2385R and R1628P is modified by
common PD-associated genetic variants. Parkinsonism & related
disorders, 18(8), 958-963.

60. Rudenko, I. N., Kaganovich, A, Langston, R. G, Beilina, A, Ndukwe,
K., Kumaran, R, ... & Cookson, M. R. (2017). The G2385R risk factor
for Parkinson’s disease enhances CHIP-dependent intracellular deg-
radation of LRRK?2. Biochemical Journal, 474(9), 1547-1558.

61. Mazzulli,). R, Xu, Y. H,, Sun, Y, Knight, A. L, McLean, P. ., Caldwell,
G. A, .. &Kraing, D. (2011). Gaucher disease glucocerebrosidase
and a-synuclein form a bidirectional pathogenic loop in synucle-
inopathies. Cell, 146(1), 37-52.

62. Tayebi, N., Walker, J.,, Stubblefield, B., Orvisky, E., LaMarca, M. E,,
Wong, K,, ... &Sidransky, E. (2003). Gaucher disease with parkinso-
nian manifestations: does glucocerebrosidase deficiency contrib-
ute to a vulnerability to parkinsonism?. Molecular genetics and
metabolism, 79(2), 104-109.

63. Aharon-Peretz, J., Rosenbaum, H., &Gershoni-Baruch, R. (2004). Mu-
tations in the glucocerebrosidase gene and Parkinson’s disease in Ash-
kenazi Jews. New England Journal of Medicine, 351(19), 1972-1977.

64. Sidransky, E,, Samaddar, T, & Tayebi, N. (2009). Mutations in GBA
are associated with familial Parkinson disease susceptibility and
age at onset. Neurology, 73(17), 1424-1426.

65. Nalls, M. A, Duran, R,, Lopez, G., Kurzawa-Akanbi, M., McKeith, .
G., Chinnery, P. F, ... &Engelborghs, S. (2013). A multicenter study
of glucocerebrosidase mutations in dementia with Lewy bodies.
JAMA neurology, 70(6), 727-735.

66. Blauwendraat, C,, Reed, X,, Krohn, L., Heilbron, K., Bandres-Ciga, S.,
Tan, M,, ... & Bonet-Ponce, L. (2020). Genetic modifiers of risk and
age at onset in GBA associated Parkinson’s disease and Lewy body
dementia. Brain, 143(1), 234-248.

67. Tsukahara, M., Suemori, H.,, Noguchi, S, Ji, Z.S., &Tsunoo, H. (2000).
Novel nucleolar protein, midnolin, is expressed in the mesen-
cephalon during mouse development. Gene, 254(1-2), 45-55.

68. Obara, Y, Imai, T, Sato, H., Takeda, Y., Kato, T,, & Ishii, K. (2017).
Midnolin is a novel regulator of parkin expression and is associat-
ed with Parkinson’s Disease. Scientific Reports, 7(1), 1-12.



148 ALCANTUD / RUZ / PELEGRINA / BANDRES-CIGA / BARRERO / VIVES / DURAN

69. Obara, Y, Sato, H.,, Nakayama, T, Kato, T, & Ishii, K. (2019). Mid-
nolin is a confirmed genetic risk factor for Parkinson’s disease. An-
nals of clinical and translational neurology, 6(11), 2205-2211.

70. West, A. B. (2017). Achieving neuroprotection with LRRK2 kinase

inhibitors in Parkinson’s disease. Experimental neurology, 298,
236-245.









Capitulo 6

Saposina C en la Enfermedad de Parkinson:
estructura y funciones

Ruz, C,, BANDRES-CIGA, S., ALCANTUD, J. L., VIVES F, DURAN, R.

RESUMEN

La disfuncion lisosomal se considera uno de los mecanismos mo-
leculares patogénicos mas importantes en la enfermedad de Parkin-
son (EP). Las variantes genéticas en el gen GBA, que codifica para la
enzima lisosomal B-glucocerebrosidasa (GCasa), son los principales
factores de riesgo genético para el desarrollo de EP. La pérdida de su
actividad, da como resultado la formacion de depositos de a-sinuclei-
na. Sin embargo, este mecanismo parece revertirse en presencia de
Saposina C, un cofactor natural de la enzima lisosomal GCasa. La Sa-
posina C es una proteina activadora no enzimatica involucrada en la
degradacién de esfingolipidos, derivada de una preproteina llamada
Prosaposina (PSAP). Dichas saposinas interactuan facilitando la inte-
raccion entre esfingolipidos y la enzima para su degradacion. Altera-
ciones en el funcionamiento de dichas proteinas activadoras se han
asociado con diferentes trastornos de almacenamiento lisosémico.

Este capitulo tiene como objetivo abordar la estructura y funcio-
nes basicas de la Saposina C y su contribucion en la EP de forma breve,
clara y sencilla, focalizandose en la importancia de la disfuncion liso-
somal y su papel en la patogénesis de la EP.

INTRODUCCION

En los ultimos aios, se ha consolidado el papel relevante de la
disfuncion lisosomal en la Enfermedad de Parkinson (EP), conside-
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randose uno de los principales mecanismos moleculares patogéni-
cos. Los estudios de genotipado a gran escala en grandes poblaciones
(GWAS, del inglés Genome Wide Association Study) han permitido
asociar determinadas variantes genéticas a esta enfermedad, como es
el caso del gen GBA. Dicho gen, es el encargado de codificar para la
enzima lisosomal B-glucocerebrosidasa (GCasa; EC 3.2.1.45), encarga-
da del metabolismo de esfingolipidos y ceramidas. Mutaciones en ho-
mocigosis en GBA conducen a una enfermedad rara conocida como
Enfermedad de Gaucher (EG). Este trastorno autosdOmico recesivo,
provoca un déficit de enzima GCasa, el cual lleva a la acumulacién
de glucosilceramida en el lisosoma. Pacientes con esta enfermedad
pueden sufrir hepatoesplenomegalia (crecimiento anormal del higa-
do y bazo), trombocitopenia (disminucion de plaquetas en el torrente
sanguineo), lesiones 6seas, incluso anemia y trastornos de tipo neu-
roldgico (1). Estudios posteriores han determinado, que en familiares
de estos enfermos (muchos de ellos siendo portadores obligados de
mutaciones en GBA) hay una mayor incidencia de EP (2). Estas in-
vestigaciones han demostrado una consistente asociacion entre am-
bas enfermedades, sugiriendo un papel importante de la disfuncion
lisosomal en el proceso neurodegenerativo de la EP. Actualmente, la
presencia de mutaciones en heterocigosis en GBA se considera como
el principal factor de riesgo genético que predispone al desarrollo de
esta enfermedad (3). Sin embargo, a pesar de los numerosos estudios
que han seguido a estos iniciales, ain se desconocen los mecanismos
moleculares que relacionan las mutaciones en GBA con el desarro-
llo de EP, existiendo un continuo debate sobre si esta asociacion es
consecuencia de una ganancia o pérdida de funcion de la proteina
mutada (4).

Para que esta y otras enzimas lisosomales puedan llevar a cabo la
hidrdlisis de los distintos sustratos, en este caso esfingolipidos, requie-
ren de cofactores o proteinas activadoras de esfingolipidos llamadas
Saposinas (del inglés SAPs, Sphingolipid Activator Proteins). Estas pe-
quenas glicoproteinas termoestables (12-14 kDa) denominadas sapo-
sinas A, B, C y D, son generadas en el lisosoma mediante la escision
proteolitica de la proteina precursora Prosaposina (PSAP) (5). Actian
facilitando la interaccion entre los esfingolipidos y la enzima para su
degradacion (6,7). Particularmente, la Saposina C desempefia un pa-
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pel activador en la hidrolisis de la glucosilceramida (GlcCer) por la
enzima GCasa y de galactocerebroésidos por la enzima 3-galactosidasa
(B-gal; EC 3.2.1.23) (8). Alteraciones en esas proteinas activadoras se
han asociado con trastornos de almacenamiento lisosomal, como es
la EG (9). Algunas de las variantes genéticas de GBA relacionadas con
la EP (como p. T369M, p. N370S y p. L444P) han puesto de manifiesto
una estrecha relacion con la Saposina C, ya que se encuentran en el
sitio de union de ella o muy cerca (10, 11). Este hecho sugiere, que la
alteracion en la union del complejo Saposina C y GCasa, podria cau-
sar la disminucion de la actividad de la enzima en portadores de estas
variantes y conducir al mayor riesgo de desarrollar EP.

e SAPOSINA C
a) Proteina precursora Prosaposina (PSAP)

La proteina precursora de las Saposinas se codifica a partir del gen
PSAP, localizado en el cromosoma 10g21. En dicho gen, nos encontra-
mos cuatro dominios homélogos que corresponden a cada una de las
Saposinas para las que codifica (12). La Prosaposina consta de 524 ami-
noacidos y posee 5 sitios de glicosilacion, dos en el dominio Sap Ay uno
en los demas (B-D) (Fig. 1.) Una vez sintetizada, la proteina es transpor-
tada a través del reticulo endoplasmico al aparato de Golgi, donde se
lleva a cabo el proceso de glicosilacion. Hay estudios que apoyan, que
dependiendo de cdémo se lleve a cabo este proceso, sera mejor o peor
el transporte de esta proteina hacia el lisosoma a través del receptor de
membrana Sortilina (13, 14). Una vez alli, es la enzima Catepsina D la
encargada de la escision de la Prosaposina en sus multiples dominios
Sap (15). La Prosaposina es conocida ademas por otras funciones que
realiza en el organismo, como es su papel relevante en la espermatogeé-
nesis (16), incluso hay estudios que apoyan su accion en el desarrollo
cerebral temprano y en procesos de regeneracién hipocampal, conside-
randose un potencial factor neurotrofico (17, 18, 19).

b) Saposina C: Estructura y funciones

Descrita por primera vez en 1971 (20) como un factor soluble
necesario para la activacion de la GCasa, guarda mucha similitud con
sus otros homologos (A, B y D). Se trata principalmente de moléculas
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pequenas (8-12 kDa) compuestas por aminoacidos, sitios de glicosi-
lacion y prolinas altamente conservadas y estables en cada una las
saposinas, ademas de seis cisteinas localizadas de forma idéntica en
todas ellas. Por otra parte, son proteinas altamente compactas y rigi-
das gracias a los puentes disulfuro que conforman su estructura y que
les confiere una alta termoestabilidad (8, 21, 22). Sin embargo, a pesar
de la similitud estructural, tanto los mecanismos moleculares como la
interaccidn con sus respectivos sustratos o enzimas lisosomales son
distintas.

Entre sus funciones, las saposinas comparten propiedades rela-
cionadas con la unién e interaccion a determinados lipidos y/o mem-
branas celulares. Concretamente, estas proteinas activadoras actuan
sobre el conjunto de moléculas intralisosomales facilitando la selec-
tiva degradacion de determinados lipidos como ceramidas y esfingo-
lipidos, sin interferir en la integridad del lisosoma. En concreto, la Sa-
posina C es ampliamente conocida por llevar a cabo el metabolismo
de la glucosilceramida en el lisosoma, actuando directamente sobre
la enzima GCasa como un modulador alostérico (21). Algunos mode-
los abordan cémo se produce esa activacion enzimatica, basandose
principalmente en la localizacién de la interaccion lipido-hidrolasa
mediadas por las saposinas, pudiendo distinguir dos formas posibles.
En una primera aproximacion, las moléculas diana se extraerian de las
membranas por las saposinas. Estas, actuarian de forma similar a la
accion de un detergente, solubilizando y/o permeabilizando las mem-
branas, presentando los distintos residuos a degradar por las enzimas
digestivas, como complejos de proteinas o lipidos solubles.

En un segundo modelo, seria necesaria la unién de la enzima a la
membrana, donde la Saposina facilitaria el acceso a los sustratos lipi-
dicos. Sin embargo, aunque la Saposina C ha mostrado una alta capa-
cidad de unién a la membrana (22, 23, 24, 25) y parece que necesita
de la unidn con la enzima para facilitar el catabolismo de lipidos, atn
no esta claro si la activacion de la enzima se produce acorde a alguno
de los anteriores modelos (26).

Ademas de la interaccion lipidica y el catabolismo de esfingolipi-
dos, la Saposina C es considerada también una proteina con funcion
neurotrofica (27, 28). Misasi et al. (2004) observo que la PSAP previe-
ne la muerte celular inducida por TNFa (Factor de necrosis tumoral
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a) mediante la estimulacion cascadas de sefales involucrando a pro-
teinas quinasas (29). De manera similar, la Saposina C mostré prevenir
la muerte celular en modelos celulares de cancer de proéstata (30).

o SAPOSINA C Y EP: PERSPECTIVAS TERAPEUTICAS

La relacion entre la Saposina Cy la EP tiene su origen en la clinica,
con la EG, asi como con el descubrimiento de mutaciones en hetero-
cigosis en el gen GBA1 como principal factor de riesgo genético para
el desarrollo de EP, como comentamos al inicio de este capitulo. A
nivel molecular, la EG se caracteriza por una marcada reduccion de
la actividad enzimatica lisosomal de GCasa, derivada de mutaciones
en homocigosis en GBA1. Como resultado de las distintas mutaciones
que comprometen esta enfermedad, se producen incluso cambios
bioquimicos y/o estructurales, capaces de afectar a los mecanismos
de activacion de la enzima e interaccion con la Saposina C (31, 32).
Adicionalmente, el déficit de Saposina C, por si sola, es capaz de pro-
mover sintomas compatibles con la EG (33), realzando la importancia
de dicha proteina en el catabolismo de la glucosilceramida.

En base a los numerosos estudios que respaldan la correlacién
entre la actividad disminuida de GCasa y un aumento de la proteina
alfa-sinucleina (34, 35, 36, 37), la Saposina C adquiere un papel clave
en la posible disfuncion lisosomal y el proceso patogénico de la EP.
Yap et al. (2013) mostraron que la Saposina C podria actuar como un
modulador/protector de alfa-sinucleina (38). En dicho estudio, sugie-
ren que la acumulacion de alfa-sinucleina en el lisosoma interfiere di-
rectamente sobre la enzima GCasa, inhibiéndola. La Saposina C seria
capaz de restaurar la funcion de GCasa, compitiendo en la unién por
ella con la alfa-sinucleina. La manipulacion de los niveles de Saposina
C en pacientes podria potenciar la actividad de la GCasa mutada y
favorecer el estado clinico de los pacientes. Dado el caracter neuro-
trofico y los multiples efectos beneficiosos de la PSAP en el sistema
nervioso (39), asi como la estrecha relacion con GCasa, tanto el gen
PSAP como la proteina y el dominio C, son grandes candidatos l6gicos
para el abordaje terapéutico en la EP por su papel clave en la funcion
lisosomal.
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Fig 1. Estructura del gen PSAP. Los distintos dominios A, B, Cy D, residuos de cisteinas
y sitios de glicosilacion indicados en la imagen. Extraido de Tamargo R. et al,2012.
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Capitulo 7

El sistema opioide enddgeno periférico participa en el efecto
antinociceptivo de la pregabalina

Ruiz-CANTERO, M. C,, ARTACHO-CORDON, A., SANTOS-CABALLERO,
M, BAEYENS, ). M, NIETO, F. R, CoBOS, E. J.

RESUMEN

Introduccion: Los ligandos 026, como la pregabalina, son farma-
cos de primera linea para el dolor neuropatico, y sus efectos se atribu-
yen a acciones centrales. Sin embargo, sus posibles acciones periféri-
cas son casi desconocidas. Por lo tanto, nuestro objetivo fue estudiar
los efectos de la pregabalina en la sensibilizacion periférica inducida
por algégenos quimicos, asi como sus efectos periféricos en la neuro-
patia inducida por el antineoplasico paclitaxel.

Materiales y Métodos: Se utilizaron ratones hembra CD1. Los sen-
sibilizadores periféricos PGE2 y el GDNF se administraron de forma
intraplantar y el paclitaxel por via intravenosa. La pregabalina se ad-
ministré de forma subcutanea. La hiperalgesia mecanica inducida por
PGE2 o GDNF se evaliio mediante el test de presion de la pata (100g)
y la alodinia mecanica neuropatica mediante filamentos de von Frey.

Resultados: La administracion de PGE2 y GDNF indujo hiperalgesia
mecanica. El tratamiento con resiniferatoxina eliminé tanto las neuro-
nas TRPV1+ como la hiperalgesia mecanica inducida por PGE2, sin al-
terar la hiperalgesia inducida por GDNF. Pregabalina revirtio la hiperal-
gesia producida por PGE2 pero no la hiperalgesia inducida por GDNF, lo
que sugiere que la pregabalina inhibe la sensibilizacién de las neuronas
TRPV1+ pero no de otras aferentes primarias. Ademas, la pregabalina
revirtié la alodinia mecanica inducida por paclitaxel. Estos efectos del
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gabapentinoide fueron abolidos por el antagonista opiode periférico
naloxona metiodida, lo que indica que el sistema opioide endogeno pe-
riférico participa en el efecto de la pregabalina. Como posible fuente de
opioides enddgenos exploramos a las neuronas sensoriales periféricas
y a las células inmunitarias. Ni PGE2 ni paclitaxel produjeron recluta-
miento inmunitario, determinado por citometria de flujo. Sin embargo,
las neuronas TRPV1+ expresaron endomorfina-2.

Discusion: El efecto analgésico de la pregabalina en la hipersensi-
bilidad sensorial inducida por PGE2 o paclitaxel depende de la accion
de opiodes endogenos periféricos, posiblemente de origen neuronal.

INTRODUCCION

Los gabapentinoides se unen a la subunidad auxiliar 026 de los
canales de calcio dependientes de voltaje, reduciendo asi la excitabi-
lidad neuronal (1-5). Estos ligandos 020, como la pregabalina (PGB),
son farmacos de primera linea para el tratamiento del dolor neuropa-
tico, presumiblemente por sus acciones a nivel central (2, 4, 5, 6). Sin
embargo, sus posibles acciones periféricas son casi desconocidas.

La sensibilizacion periférica es el aumento de la capacidad de
respuesta de las neuronas nociceptivas periféricas, y participa en la
ganancia sensorial del dolor inflamatorio (7), neuropatico (8) y cance-
roso (9). Este proceso es producido por algégenos quimicos liberados
por diversos tipos celulares, e incluyen a la prostaglandina E2 (PGE2)
y al factor neurotroéfico glial (GDNF de sus siglas en inglés), entre otros
(7-11). Estos dos sensibilizadores acttian por un mecanismo dife-
rente: mientras que la PGE2 sensibiliza las neuronas C-peptidérgicas
(TRPV1+), el GDNF sensibiliza las neuronas C-no peptidérgicas (IB4+)
(7-12). Estas son dos subpoblaciones de nociceptores C claramente
diferenciadas, especialmente en el raton (12).

El paclitaxel es un antineoplasico ampliamente utilizado para
el tratamiento de tumores solidos, y en particular para el cancer de
mama y de ovario (13). Sin embargo, este antineoplasico se acumula
en el DRG induciendo neurotoxicidad (14). La neuropatia inducida
por paclitaxel ocurre de manera frecuente en pacientes humanos, y
limita la dosis empleada del antineoplasico hasta tal punto que puede
llevar a la interrupcion del tratamiento, con la consecuente reduccion
en la supervivencia del paciente por la pérdida de eficacia antitumoral
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(15). Se produce por disfuncion de los nervios periféricos, comenzan-
do usualmente de forma simétrica en los pies, y a veces en los pies y
las manos, con una distribucion en forma guante-calcetin (16, 17). El
pacitaxel produce esta neuropatia también en roedores (18), siendo
por lo tanto un modelo animal con un elevado caracter traslacional.

Los gabapentinoides potencian el efecto de los farmacos opiodes,
como la morfina (19, 20). Por tanto, los gabapentinoides, siguiendo la
definicion de farmaco como modificador de la fisiologia, quizas po-
drian modular y potenciar el sistema opiode enddégeno como parte
de su mecanismo de accion analgésica, lo cual esta inexplorado. Los
péptidos opioides enddgenos pueden tener un origen tanto neuronal
(21) como inmunitario (22).

Teniendo en cuenta estos antecedentes, nos planteamos estudiar
el efecto de la PGB en la hiperalgesia inducida por varios sensibiliza-
dores periféricos (PGE2 y GDNF), asi como determinar si el sistema
opioide endogeno, a nivel periférico, esta implicado en dichos efectos.
Ademas, nos planteamos estudiar si parte del efecto de la PGB en la
neuropatia inducida por paclitaxel también involucra la participacién
de la activacion opioide periférica.

MATERIALES Y METODOS
e ANIMALES

Todos los experimentos se realizaron en ratones hembras de la cepa
CD-1 (Charles River, S.A.,, Barcelona, Espafia), con un peso entre 26-32 g.
Los animales fueron estabulados en habitaciones con la temperatura y
la luz controlada (2242 °C, y un ciclo de luz/oscuridad de 12 horas). Las
pruebas comportamentales se realizaron durante la fase de luz (9:00-
15:00 horas) y al azar a lo largo del ciclo estral. Todos los animales fueron
manipulados de acuerdo con la Directiva Europea 2010/63, y los pro-
tocolos fueron aprobados por el Comité de Etica de Experimentacion
Animal de la Universidad de Granada y por la Junta de Andalucia.

e FARMACOS Y SENSIBILIZADORES PERIFERICOS

Los sensibilizadores periféricos, PGE2 y GDNF, se administraron
de manera intraplantantar (i.pl.) en un volumen de 20 pl. La PGE2 (0,5
nmol; Tocris, Bristol, Reino Unido) y el GDNF (40 ng; Preprotech, Lon-
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dres, Reino Unido) se administraron 10 y 20 minutos antes de la eva-
luacién comportamental, respectivamente. La administracion de estas
dosis de los sensibilizadores periféricos a los tiempos indicados corres-
ponde con el maximo de sus efectos (23). Por otro lado, el antineopla-
sico paclitaxel (LC Laboratories, Woburn, MA, USA) fue administrado
de forma intravenosa (i.v.) en un volumen de inyeccion de 5 ml/kg, di-
suelto inicialmente en una mezcla al 50% de etanol (Panreac Quimica
S.A,, Barcelona, Espafna) y 50 % Cremophor EL (Fluka Chemie, Buchs,
Alemania) a una concentracion de 6 mg/ml. Esta solucion de paclitaxel
fue almacenada a -20°C y posteriormente diluida en salino hasta una
concentracion de 1,4 mg/ml, justo antes de la administracion (24). La
injeccion i.v de paclitaxel (7 mg/kg) se realizo, con los ratones previa-
mente anestesiados con isoflurano (2%), durante 5 dias consecutivos, y
se evaluaron o diseccionaron 10 dias después de la primera administra-
cion, siguiendo el protocolo de nuestro laboratorio (24).

Como prototipo de ligando 020, utilizamos la PGB (Sigma-Al-
drich, Madrid, Espafia). Esta se administro por via subcutanea (s.c.), en
un volumen de inyeccion de 5 ml/kg, 45 min antes de la evaluacion, es
decir, 35 min antes de la PGE2 y 25 min antes del GDNF en el caso de
los sensibilizadores. Para determinar la participacion de los opioides
enddgenos en el efecto de la PGB, se administré el antagonista opioi-
de naloxona (Nx, 1 mg/kg) asi como el antagonista opioide periférico
naloxona metiodida (Nx-M, 2 mg/kg) (ambos de Sigma-Aldrich). Es-
tos dos farmacos se administraron de forma s.c. inmediatamente an-
tes de la PGB, y en diferentes localizaciones de la zona interescapular.

e ELIMINACION IN VIVO DE LAS NEURONAS TRPV1+

La eliminacion selectiva de los nociceptores C peptigérgicos
(TRPV1+) se realizd mediante la administracion de resiniferatoxina
(RTX), un superagonista TRPV1 que promueve la entrada masiva de
calcio y la consecuente muerte celular de las neuronas TRPV1+ (12).
Esta RTX (Sigma-Aldrich) se administr6 de manera intraperitoneal
(i.p.) en dos dosis de 25 pg/kg (5 y 4 dias antes de la evaluacion com-
portamental o de la extraccion de las muestras para los ensayos in-
munohistoquimicos), en un volumen de 10 ml/kg.
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e EVALUACION DE LA HIPERALGESIA MECANICA

La hiperalgesia mecanica se evalu6 mediante el test de presion de
la pata, donde se les aplicd una presion constante con una intensidad
de 100 g en la parte dorsal de la pata trasera, utilizando un Analge-
simetro de presion (modelo 37215; Ugo-Basile, Varese, Italia). Los ra-
tones fueron sostenidos suavemente por la piel de la zona superior
de la regién interescapular, para ser sometidos al estimulo mecanico,
dejando un minuto entre medidas, y se midi6 el tiempo de latencia
hasta que el animal mostré una respuesta de forcejeo, segun los pro-
cedimientos habituales en nuestro laboratorio (12).

e EVALUACION DE LA ALODINIA MECANICA

La alodinia mecanica fue medida utilizando los filamentos de von
Frey con el método up-down, como fue previamente descrito (25, 26).
El dia de evaluacion, los ratones fueron habituados durante 120 minu-
tos en unas cajas individuales de plastico trasparentes (7 x 7 x 13 cm)
situadas encima de una plataforma de malla metalica. Tras el periodo
de habituacion, los filamentos fueron aplicados en la planta de la pata
trasera presionando hasta producir una ligera curvatura del filamento,
y retirando el filamento lentamente tras 2-3 segundos de aplicacion. Los
monofilamentos calibrados de von Frey (Stoelting, Wood Dale, USA)
con un rango de fuerza de 0,02 a 1,4 g, fueron aplicados usando el mé-
todo up-down, empezando por el filamento de 0,6 g y dejado un tiem-
po de 10 segundos entre medidas sucesivas. La respuesta se considero
positiva cuando el animal retird6 bruscamente la pata o bien cuando
realiz6 un mordisqueo o lamido de la pata, o un pataleo, inmediata-
mente después de la estimulacion plantar. Tras cada aplicacion, si no
hubo respuesta, se emple6 a continuacion el filamento de intensidad
inmediatamente superior; por el contrario, si la respuesta fue positiva,
se aplico el filamento con una intensidad inmediatamente inferior.

e ENSAYOS DE INMUNOMARCAJE

Se realizo la perfusion intracardiaca de los animales y se diseccion6
el ganglio de la raiz dorsal o DRG (por sus siglas en inglés) L4, donde se
encuentran los somas de las neuronas sensoriales periféricas que iner-
van la pata, siguiendo procedimientos estandares (12). Posteriormente
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el tejido fue post-fijado en paraformaldehido (PFA) (Sigma-Aldrich) 1
hora, y se incub6 48 horas en sacarosa al 30%, ambos a 4°C. Posterior-
mente, los DRGs se incluyeron en medio O.C.T Tissue-Tek (Sakura Fi-
netek, Barcelona, Espafa) y los bloques fueron congelados y almace-
nados a -80° C hasta su estudio inmunohistoquimico. Las muestras se
cortaron en un criostato en secciones de 15 micras y se realizo el es-
tudio inmunohistoquimico con anticuerpos fluorescentes para marcar
TRPV1 (como marcador de las neuronas C peptidérgicas) y Endomor-
fina-2 (EM-2; péptido opioide), asi como con la isolectina IB4 (como
marcador de las neuronas C no peptidérgicas). Los cortes se incubaron
durante 1 hora en solucion de bloqueo (5% suero de burro en tampon
Tris (TBS), 0,3% Triton X-100 y 0,1% Tween 20). A continuacion, estos
se incubaron con un anticuerpo de conejo anti-Endomorfina-2 (G-044-
11, 10 ug/ml, Phoenix Pharmaceuticals, Burlingame, Estados Unidos)
durante 24 horas a 4°C, en solucion de bloqueo. Al dia siguiente, tras
lavar tres veces durante 10 min, las muestras fueron incubadas con un
anticuerpo de cabra anti-TRPV1 (Sc-12498, 1:100, Santa Cruz Biotech-
nology, Heidelberg, Alemania) durante 1 hora a temperatura ambiente.
Después de la incubacién con los dos anticuerpos primarios, los cortes
se lavaron tres veces durante 10 min y se incubaron durante 1 h con
los anticuerpos secundarios; un anticuerpo de burro anti-conejo Alexa
Fluor-488 (A21206), un anticuerpo de burro anti-cabra Alexa Fluor-594
(A11058) (1: 500 para ambos anticuerpos, Life Technologies, Alcoben-
das, Espafia) y con la isolectina B4 (DL-1207, 1:100, Vector Laboratories,
Peterborough, Reino Unido). Por ultimo, los portaobjetos se lavaron
tres veces durante 10 minutos y se montaron con ProLong® Gold An-
tifade Mountant (Life Technologies). Las imagenes seleccionadas para
este trabajo fueron capturadas en un microscopio confocal Nikon A1
(Instruments Europe BV, Amsterdam, Paises Bajos) del Servicio de Mi-
croscopia del Centro de Instrumentacion Cientifica de la UGR.

e DETERMINACION DEL RECLUTAMIENTO INMUNITARIO POR ClI-
TOMETRIA DE FLUJO

Para determinar las poblaciones de células inmunitarias en la pata
inyectada con los sensibilizadores periféricos, se extrajo la almohadilla. La
extraccion del tejido se realizé en el mismo tiempo que el usado en los
ensayos conductuales: 10 min después de la administracion de PGE2 y
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20 min después de la administracion de GDNF. Como control positivo
se extrajo tejido plantar 3 horas después de la administracion i.pl. 1% p/v
de la sustancia proinflamatoria A-carragenina (Sigma-Aldrich). Posterior-
mente, el tejido fue disgregado, digerido y filtrado, y las células fueron in-
cubadas con marcadores siguiendo el método descrito previamente (27).

Para identificar a los neutrofilos usamos anticuerpos marcados con
fluoroéforos para los siguientes antigenos: marcador de células hemato-
poyéticas CD45 (103108, clon 30-F11, 1:200), integrina especifica de neu-
trofilos Ly6G (127617, clon 1AS, 1:100) y marcador de células mieloides
CD11b (101227, clon M1/70, 1:100) (todos de BioLegend, San Diego, Ca-
lifornia). Siendo esta poblacion de células CD45+, CD11+ y Ly6G +.

Para identificar la poblacién de macréfagos/monocitos en los rato-
nes tratados con paclitaxel se diseccionaron los DRG L3, L4 y L5 (inerva-
cion de la pata) y se procesaron siguiendo el método descrito por nuestro
laboratorio (25). Las células obtenidas de estos DRG fueron incubadas
con los marcadores anteriormente mencionados, siendo esta poblacion
la combinacion de células CD11b+, CD45+ y Ly6G-. En este caso, el con-
trol positivo fueron muestras obtenidas de ratones a los que se les habia
realizado un modelo de denervacion parcial del nervio ciatico, denomi-
nado “Spared Nerve Injury” (SNI de sus siglas en inglés), 7 dias antes (26).

Las muestras fueron analizadas en el citdmetro de flujo FACS Can-
to Il del Centro de Instrumentacion Cientifica de la UGR.

e ESTADISTICA

Se uso el programa Sigma Plot 12 (Systat Sofware Inc, USA) para
realizar los analisis de varianza (ANOVA) de una o dos vias segun el
experimento, seguido del test de Bonferroni. Las diferencias fueron
consideradas significativas cuando el valor de p fue inferior a 0,05.

ResuLTADOS

e EFECTO DE LA RTX EN LA HIPERALGESIA MECANICA INDUCIDA
POR PGE2 Yy GDNF

Tanto la administracion de PGE2 (0,5 nmol, i.pl.), como la de
GDNF (40 ng, i.pl.) disminuyo la latencia de respuesta frente al esti-
mulo mecanico (100 g), indicando por tanto la aparicion de hiperal-
gesia mecanica (Fig. 1A'y B).
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Fig 1. Efecto de la administracion de la resiniferatoxina (RTX) en la hiperalgesia mecdnica
inducida por PGE2 o GDNF. Los resultados muestran la latencia de forcejeo al aplicar un
estimulo mecdnico de 100 g en ratones tratados intraplantarmente (i.pl.) con PGE2 0,5
nmol o su solvente (A) o con GDNF 40 ng o su solvente (B), y tratados intraperitonealmen-
te (i.p.) con RTX (50 pg/kg), o su solvente (A y B). Diferencias significativas entre los valores
de los animales tratados con los solventes (barra blanca) y el resto de grupos experimen-
tales: **p<0,01, y entre animales tratados con RXT con o sin PGE2: ##p<0,01 (ANOVA de
una via seguida del test de Bonferroni).

Para estudiar si las neuronas TRPV1+ participaban en la codifi-
cacion del estimulo mecanico durante la sensibilizacion por PGE2 y
GDNF, se elimind in vivo esta poblacion neuronal mediante el trata-
miento previo con el bisturi molecular RTX. La administracion de RTX
no indujo cambio en la latencia de respuesta en animales tratados
con los solventes de la PGE2 o del GDNF y estimulados con una pre-
sion de 100 g (Fig. 1Ay B). Sin embargo, este tratamiento con RTX fue
capaz de revertir completamente la hiperalgesia inducida por PGE2
(Fig. 1A), sin alterar la hiperalgesia inducida por GDNF (Fig. 1B).

Por lo tanto, las neuronas TRPV1+ son necesarias para el desa-
rrollo de la hiperalgesia mecanica inducida por PGE2, pero no para la
hiperalgesia mecanica inducida por GDNF.

e EFECTO DE LA PGB EN LA HIPERALGESIA MECANICA INDUCIDA
POR PGE2 Y POR GDNF

La hiperalgesia mecanica producida por PGE?2 fue revertida por la
administracion de PGB (5-40 mg/kg, s.c) de una manera dosis depen-
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diente (Fig. 2A). Sin embargo, la PGB (10-40 mg/kg, s.c) no alterd la
hiperalgesia inducida por GDNF (Fig. 2B).
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Fig 2. Efecto de la administracién de la pregabalina (PGB) en la hiperalgesia inducida por
PGE2 y GDNF frente a estimulos mecdnicos. Los resultados muestran la latencia de for-
cejeo al aplicar un estimulo mecdnico de 100 g en la pata ipsilateral a la administracion
intraplantar (i.pl.) de PGE2 0,5 nmol o su solvente (A), y de GDNF 40 ng o su solvente (B), y
tratados por via subcutanea (s.c) con distintas dosis de PGB (5-40 mg/kg). (A y B) Diferen-
cias significativas entre los valores de los animales tratados con los solventes (barra blan-
ca) y el resto de grupos experimentales: **p<0,07; y entre los animales sensibilizados con
PGE2 en asociacion con la PGB o su solvente: ##p<0,01. No hubo diferencias significativas
entre los animales sensibilizados con GDNF y tratados con PGB o su solvente (ANOVA de
una via seguida del test de Bonferroni).

Estos resultados indican que el ligando 028 PGB produce un efec-
to antihiperalgésico en la sensibilizacién inducida por PGE2, pero no
en la sensibilizacion por GDNF.

e RECEPTORES OPIOIDES PERIFERICOS Y EFECTO DE LA PGB EN LA
HIPERALGESIA MECANICA INDUCIDA POR PGE2

Para determinar si el efecto de la PGB en la hiperalgesia mecanica
inducida por PGE2, depende de la participacion de los opioides endo-
genos, se administrd el antagonista opioide naloxona (Nx, 1 mg/kg,
s.C.), asi como el antagonista opioide periférico naloxona metiodida
(Nx-M, 2 mg/kg, s.c.) en asociacion con la PGB (20 mg/kg, s.c). Se ob-
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servo que el efecto antihiperalgésico de la PGB fue abolido tanto por
la Nx como por la Nx-M (Fig. 3).
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Fig 3. Reversion del efecto de la administracion de la pregabalina (PGB) por antagonis-
tas opioides en la hiperalgesia mecdnica inducida por PGE2. Los resultados muestran la
latencia de forcejeo al aplicar un estimulo mecanico de 100 g en la pata ipsilateral a la
administracion intraplantar (i.pl.) de PGE2 0,5 nmol o su solvente, en animales tratados
por via subcutdnea (s.c.) con PGB (20 mg/kg) sola o en asociacion a la administracion s.c.
previa de naloxona (Nx, 1 mg/kg) o de naloxona metiodida (Nx-M, 2 mg/kg). Diferencias
significativas entre los valores de los animales tratados con el solvente (barra blanca) y
el resto de grupos experimentales: **p<0,07; entre los animales tratados con PGE2 sola
0 en asociacion con la PGB: ##p<0,01 y entre los animales tratados con PGB sola o en
asociacion con Nx o Nx-M: t1p<0.01 (ANOVA de una via seguida del test de Bonferroni).

Por lo tanto, el efecto de la PGB necesita de la activacion de los
receptores opioides periféricos.

e ORIGEN DE LOS OPIOIDES ENDOGENOS: RECLUTAMIENTO INMU-
NITARIO TRAS LA ADMINISTRACION DE PGE2 Y GDNF Y Ex-
PRESION DE ENDOMORFINA-2 EN EL DRG DE RATON

Como posible origen de los opioides enddgenos periféricos explo-
ramos a las células inmunitarias y a las neuronas sensoriales periféricas.
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Para estudiar si las células inmunitarias podrian ser la fuente
de opioides enddgenos periféricos en los animales tratados con los
sensibilizadores periféricos, se midié6 mediante citometria de flujo la
presencia de neutroéfilos (células CD45+CD11b+Ly6G+) en la pata in-
yectada con PGE2 (0,5 nmol) o con GDNF (40 ng). Como control po-
sitivo usamos muestras de animales administrados con carragenina,
un agente proinflamatorio clasico. A diferencia de lo que ocurri6 en
las muestras de carragenina, que indujo un marcado reclutamiento
de neutréfilos, ninguno de los dos sensibilizadores periféricos produjo
un aumento del reclutamiento de esta célula inmunitaria, con respec-
to al total de células vivas, comparando con el porcentaje obtenido en
las muestras de animales naive (Fig. 4).
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Fig 4. Determinacion de la infiltracién neutrofilica tras la sensibilizacion inducida por
PGE2 y GDNF. Los resultados muestran el porcentaje de neutrdfilos con respecto al de
células vivas totales presentes en la almohadilla plantar de ratones controles y tras la
administracion intraplantar (ipl.) de: carragenina (50 ul) como control positivo de re-
clutamiento inmunitario, GDNF (20 pl) y PGE2 (20 l). Diferencias significativas entre los
animales tratados con carragenina y el grupo control (no tratado): **p<0,01. No hubo
diferencias significativas entre los animales tratados con los sensibilizadores PGE2 y GDNF
y el grupo control (ANOVA de una via seguida del test de Bonferroni).
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Estos datos indican que los sensibilizadores periféricos PGE2 y
GDNF no producen un reclutamiento inmunitario significativo, por
lo que las células del sistema inmunitario no pueden ser las responsa-
bles de portar péptidos opioides enddgenos que puedan ocasionar el
efecto opioide periférico de la PGB.

Por otro lado, estudiamos mediante inmunohistoquimica del
DRG de ratén si las neuronas sensoriales periféricas expresan algun
péptido opioide endogeno.

Como primera observacion, el marcaje inmunohistoquimico de
TRPV1 e IB4, de un corte de DRG L4 de animales control (tratados
con el solvente de la RTX) mostré que estas dos subpoblaciones de
neuronas C estan muy diferenciadas en ratdn, puesto que el solapa-
miento entre el marcaje de las neuronas C peptidérgicas (TRPV1+) y
el de las neuronas C no peptidérgicas (IB4+) era minimo (Fig. 5A 'y B).

TRPV1/IB4/EM-2

CONTROL

+ RTX

Fig 5. Inmunohistoquimica del ganglio de la raiz dorsal (DRG) L4. Marcaje
de la subpoblacién de neuronas TRPV1+ (A), de la subpoblacién de neuronas IB4+ (B)
y del opioide Endomorfina-2 (END-2) (C), asi como la combinacién de las imdgenes A, B
y C (D). Marcaje de TRPV1 (E), IB4 (F), END-2 (G), asi como la combinacion
de las imdgenes E, Fy G (H) en el DRG de animales tratados con RTX.

Ademas, estudiamos si el opioide endogeno EM-2 se expresa en
estas subpoblaciones neuronales. Se observo que la mayoria de las
neuronas TRPV1+ expresaban EM-2, mientras que el marcaje de I1B4
no colocalizaba con el de EM-2, mostrando un solapamiento casi
inexistente (Fig. 5D). Por tanto, la EM-2 se produce principalmente en
las neuronas TRPV1+ y no en las IB4+.
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La administracion de RTX eliminé completamente el marcaje de
TRPV1 (Fig. 5E) y la mayor parte del marcaje de EM-2, conservandose
solo en algunas neuronas de mayor tamaro (Fig. 5G). Sin embargo, el
marcaje de I1B4 estuvo preservado de manera global (Fig. 5F).

Estos resultados sugieren que las neuronas C peptidérgicas
(TRPV1+), las cuales son sensibilizadas por PGE (como se muestra en
apartados anteriores) producen EM-2 en raton, mientras que las neu-
ronas C no peptidérgicas (IB4+) carecen de este opioide enddgeno.
Por tanto esta EM-2 podria ser la responsable del efecto de la PGB en
la sensibilizacion inducida por PGE2.

e EFECTO DE LA PGB EN LA ALODINIA MECANICA INDUCIDA POR
PACLITAXEL

Los animales controles tratados i.v. con el vehiculo del paclitaxel no
modificaron significativamente su umbral mecanico medido con el test
de von Frey, durante todo el protocolo de evaluacion (datos no mostra-
dos). Sin embargo, los animales tratados con paclitaxel (7 mg/kg, i.v.),
durante 5 dias consecutivos, desarrollaron alodinia mecanica, evaluada
el dia 10 después de la primera administracion de paclitaxel, ya que se
produjo una reduccion significativa del umbral mecanico (Fig. 6).
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Fig 6. Reversion del efecto de la pregabalina (PGB) por el antagonismo de los receptores
opioides periféricos en la alodinia mecanica inducida por paclitaxel. Los resultados mues-
tran el umbral de fuerza necesario para retirar la pata en el test de von Frey en animales
tratados con paclitaxel (7 mg/kg, i.v.) durante 5 dias consecutivos y administrados con PGB
(20 mg/kg, s.c.) o salino, solos o en asociacion con naloxona metiodida (Nx-M, 2 mg/kg), el
dia 10 después de la primera administracion de paclitaxel y evaluados a tiempo 0y 45 mi-
nutos después de la administracion de los farmacos. Diferencias significativas entre los va-
lores de los animales tratados con paclitaxel administrados con salino (cuadrado blanco)
y el resto de grupos experimentales: **p<0,01; entre los animales tratados con paclitaxel
y administrados con PGB sola o en asociacion con Nx-M: +1p<0.01. No hubo diferencias
significativas entre los valores de animales controles y los animales tratados con el vehiculo
de paclitaxel (datos no mostrados) (ANOVA de doble via seguida del test de Bonferroni).

Para evaluar el efecto de la pregabalina en la alodinia mecanica
inducida por paclitaxel, el dia 10 tras la inyeccion i.v. de paclitaxel, se
realiz6 una primera medida, seguida de una medida adicional en el
minuto 45 después de la administracion de PGB (20 mg/kg, s.c). Ob-
servando un aumento significativo del umbral mecanico en esta se-
gunda medida, lo cual no ocurrié en los animales tratados con el sol-
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vente de la PGB (salino) (Fig. 6). Estos resultados demuestran el efecto
antialodinico de la PGB en la neuropatia inducida por paclitaxel.

Para comprobar si el efecto de la PGB en la alodinia mecanica in-
ducida por paclitaxel es dependiente de la participacién de opioides
enddgenos, se administro el antagonista opioide periférico naloxona
metiodida (Nx-M, 2 mg/kg, s.c.), en asociacion con salino o con la PGB
(20 mg/kg, s.c). Se observo que la Nx-M no alterd la hipersensiblidad
mecanica de los ratones. Sin embargo, cuando la Nx-M fue adminis-
trada inmediatamente antes de la PGB, el efecto antialodinico de la
PGB fue significativamente abolido (Fig. 6), sugiriendo que el efecto
antialodinico del gabapentinoide es mediado por el sistema endoge-
no opioide periférico.

e RECLUTAMIENTO INMUNITARIO TRAS LA ADMINISTRACION DE
PACLITAXEL

Para estudiar si las células inmunitarias podrian ser la fuente de
opioides enddgenos periféricos en el caso de los animales tratados
con paclitaxel, se midi6 mediante citometria de flujo el reclutamien-
to de macréfagos/monocitos (células CD45+CD11b+Ly6G-) en el
DRG, 10 dias tras la administracion del antineoplasico. Estos datos se
compararon con muestras de DRG obtenidas 7 dias después del SNI,
usados como control positivo. Las muestras provenientes de animales
con SNI mostraron un gran aumento en la infiltracion de macréfagos/
monocitos, en comparacion con animales naive. Sin embargo, en el
caso de las muestras de animales tratados con paclitaxel no se ob-
servo ningun incremento significativo en esta poblacion inmunitaria,
comparando con el porcentaje obtenido en ratones controles trata-
dos con el vehiculo, ni tampoco se obtuvieron diferencias significati-
vas de estos con respecto a los ratones no tratados (Fig. 7B).
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Fig 7. Determinacion de la infiltracion de macréfagos/monocitos en el ganglio de la raiz
dorsal (DRG) de animales neuropdticos. Los resultados muestran el porcentaje de macré-
fagos/monocitos con respecto a células vivas totales presentes en DRG en el modelo de SNI
como control positivo de infiltracion de macrofagos/monocitos, y en animales tratados
con paclitaxel (PTX) o su vehiculo (VEH), durante 5 dias consecutivos y diseccionados el
dia 10 tras la primera administracion del antineopldsico. Diferencias significativas entre
el control positivo (SNI) y el grupo control (no tratado): **p<0,01. No hubo diferencias
significativas entre los animales tratados con paclitaxel o su vehiculo y el grupo control
(ANOVA de una via seguida del test de Bonferroni).

Estos datos indican que en el caso de los animales administrados
paclitaxel tampoco se produce un reclutamiento inmunitario signifi-
cativo. Por lo que estas células del sistema inmunitario no pueden ser
las responsables de portar péptidos opioides enddgenos que puedan
ocasionar el efecto opioide periférico de la PGB en el dolor neuropati-
co inducido por paclitaxel.

DiscUsION

En este estudio demostramos que el efecto analgésico de la PGB
en la hipersensibilidad sensorial inducida por PGE2 o paclitaxel de-
pende de la accion de opioides enddgenos periféricos, posiblemente
de origen neuronal.
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La PGE2 es uno de los sensibilizadores periféricos mas estudiados, y
posiblemente uno de los algdgenos quimicos producidos durante el do-
lor crénico mas relevantes (28). Este algégeno induce hiperalgesia tanto
en roedores como en humanos (29-33). La PGE2 produce la sensibiliza-
cion directa de nociceptores (7, 10). Sin embargo, ha sido descrito que
este algdgeno inflamatorio también influye en el reclutamiento de neu-
trofilos y de otras células inmunitarias en fases tempranas de la infla-
macion (34). Teniendo en cuenta que las células inmunitarias tienen un
caracter pronociceptivo (22), este Gltimo mecanismo podria también
contribuir al dolor. Nuestros resultados muestran que el tratamiento lo-
cal con PGE2 induce hiperalgesia mecanica en ausencia de reclutamien-
to inmunitario en la pata inyectada, lo que apunta a una sensibilizacion
neuronal directa por parte de este algbgeno inflamatorio.

La eliminacion de las neuronas sensoriales TRPV1+ no alteré la
respuesta de los animales frente al estimulo mecanico en una situa-
cion basal (en ausencia de sensibilizacion del sistema nociceptivo).
Estos datos sugieren que esta poblacion neuronal no participa en el
dolor inducido por este tipo de estimulo en condiciones normales, y
encajan con resultados previos que indican que las neuronas TRPV1+,
aunque juegan un papel imprescindible para la codificacion de los es-
timulos térmicos, no son relevantes en el dolor inducido por los esti-
mulos mecanicos (35, 12). Sin embargo, nuestros datos muestran que
la eliminacion de las estas neuronas TRPV1+ abolié completamente
la hiperalgesia mecanica inducida por PGE2. Aunque hay mdltiples
estudios que demuestran que las neuronas TRPV1+ juegan un papel
fundamental en la hiperalgesia térmica inducida por PGE2 (30, 36), su
papel en la hiperalgesia mecanica esta poco explorado y no se conoce
completamente el mecanismo de este proceso. Se ha descrito que la
administracion de PGE2 es capaz de inducir mecanosensibilidad en
nociceptores silentes (37). Ademas, ha sido descrito que al menos al-
gunos de los nociceptores silentes expresan TRPV1 (38). Por lo tanto,
la hiperalgesia mecanica inducida por PGE2, mediada por neuronas
TRPV1+, que describimos en este estudio podria explicarse por la ca-
pacidad de este algdgeno quimico de “despertar” a los nociceptores
silentes mecanosensibles.

Es de destacar que en este trabajo mostramos que la eliminacién
de las neuronas TRPV1+ no alterd la hiperalgesia mecanica inducida
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por un algoégeno quimico diferente de la PGE2, en concreto por el
GDNEF. Este ultimo también es un sensibilizador periférico, pero con
especificidad por las neuronas C no peptidérgicas (IB4+) (7-12), las
cuales perduran a pesar de la eliminacion de las neuronas TRPV1+,
segun los datos aqui mostrados asi como estudios previos (12, 39). Por
lo tanto, dependiendo del sensibilizador periférico utilizado se puede
producir hiperalgesia mecanica de manera dependiente o indepen-
diente de las neuronas TRPV1+.

Aunque la PGB, y en general los ligandos 029, son farmacos de
primera linea para el tratamiento del dolor neuropatico cuyos efectos
son considerados de accion central (2, 4, 5, 6), esta subunidad 029
de los canales de calcio dependientes de voltaje, se expresa tanto a
nivel central como periférico (40). La expresion de la subunidad 02
en el DRG se produce principalmente en las neuronas de pequefio
diametro (41, 42) y potencialmente podria jugar un papel tanto en la
sensibilizacion de las neuronas C peptidérgicas por PGE2 como en la
sensibilizacion de las neuronas C no peptidérgicas por el GDNF.

En este estudio mostramos que la PGB revierte la hiperalgesia me-
canica inducida por PGE2. Ademas, el efecto antihiperalgésico de la
PGB revirtio por el antagonista opioide periférico NxM, administrado
a una dosis utilizada en estudios previos (2 mg/kg) para discriminar la
analgesia opioide a nivel periférico de la central (12). Estos resultados
ponen de manifiesto que parte del efecto analgésico de la PGB es de-
bido a acciones periféricas, y actuando mediante el sistema opioide.
Este efecto opioide periférico de la PGB no ha sido descrito con ante-
rioridad. Sin embargo, se sabe que los gabapentinoides potencian la
analgesia inducida por farmacos opioides (19, 20), por lo tanto, parece
razonable especular que esta potenciacion sea extensible a ligandos
opioides de produccion endogena (i.e. péptidos opioides enddgenos).
A pesar del efecto de la PGB en la hiperalgesia mecanica inducida por
PGE2, esta no tuvo ningun efecto apreciable en la hiperalgesia indu-
cida por GDNF. Teniendo en cuenta que la hiperalgesia inducida por
PGE2 depende de la accion de las neuronas TRPV1, mientas que la
hiperalgesia inducida por GDNF parece ser independiente de esta po-
blacion neuronal (como se ha indicado en el parrafo anterior), una
explicacion a nuestros datos podria ser que las neuronas TRPV1, sen-
sibilizadas con PGE2, son mas susceptibles al efecto potenciador de
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la PGB sobre los péptidos opioides enddgenos que las neuronas C no
peptidérgicas sensibilizadas por GDNF. En este sentido, ha sido descri-
to que las neuronas TRPV1+ son particularmente ricas en receptores
opioides, en concreto en el receptor opioide p, mientras que las neu-
ronas C no peptidérgicas carecen de este receptor (43).

En cuanto al origen de los péptidos opioides endogenos periféri-
cos involucrados en el efecto antihiperalgésico de la PGB, se ha descri-
to que las células inmunitarias son una fuente prominente de dichos
péptidos (22). Sin embargo, aqui mostramos que ni la administracion
de PGE2 ni de GDNF produce reclutamiento inmunitario alguno, por
lo que los péptidos opioides endogenos deben provenir de una fuen-
te diferente de las células del sistema inmunitario. Ha sido descrito
que el péptido opioide EM-2 se expresa en las neuronas sensoriales
periféricas CGRP+ en el DRG de rata, lo que podria indicar que este
péptido opioide se expresa en nociceptores peptidérgicos (44, 21).
Sin embargo, en la rata hay un alto grado de solapamiento entre las
neuronas CGRP+ e IB4+ (11), por lo que es complicado llegar a esta
conclusién. Sin embargo, en el raton, las poblaciones de neuronas C
pueden diferenciarse claramente mediante su marcaje con TRPV1+
(peptidérgicas) e IB4+ (no peptidérgicas), como se aprecia en nues-
tros resultados, y como nuestro grupo de investigacion, y otros, han
demostrado previamente (12, 43, 45, 46). En este estudio, demostra-
mos que los nociceptores TRPV1+ en el raton producen EM-2, pero
no las neuronas IB4+. Por lo tanto, parece razonable pensar que esta
expresion diferencial del EM-2 en las neuronas TRPV1+ sea la causa
de que la PGB produzca el efecto antihiperalgésico dependiente de
la accion opioide periférica tras la administracion del sensibilizador
de las neuronas TRPV1+ PGE2, mientras que es incapaz de producir
este efecto antihiperalgésico cuando se usa un sensibilizador de otras
poblaciones neuronales (p.ej. GDNF).

El TRPV1 es un canal de Ca**, y su activacion produce un incremen-
to de la concentracion intracelular de este ion (7). Se ha descrito que la
EM-2 es liberada por las neuronas del DRG en respuesta a incrementos
de Ca2+ (44), por lo que laactivacion TRPV1 podria promover la libera-
cion de EM-2 en nociceptores peptidérgicos sensibilizados. Segun esto,
la PGE2 podria estar simultaneamente sensibilizando la neurona TRPV1
y promoviendo la liberacion del opioide enddgeno, aunque el resultado
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neto de ambos procesos es la produccion de hiperalgesia, y no de anal-
gesia opioide. Sin embargo, la administracién de PGB, por su capacidad
en la potenciacion de las acciones opioides, podria incrementar la ac-
cion de la EM-2 neuronal resultando en una accién analgésica.

Las neuronas TRPV1+, ademas de ser relevantes para la produc-
cion de la hipersensibilidad sensorial tras la administracion de ciertos
algdgenos quimicos, son relevantes en la alodinia mecanica inducida
por el paclitaxel (47, 48). Por ello, nos planteamos si la PGB producia
un efecto en la hipersensibilidad sensorial dependiente de la accion
opioide durante este tipo de neuropatia. Nuestros resultados mues-
tran que la PGB revierte la alodinia mecanica inducida por el anti-
neoplasico. Estos datos son concordantes con estudios previos que
muestran el efecto antialodinico de los gabapentinoides en modelos
de neuropatia inducida por paclitaxel o de otros antineoplasicos (49,
50). Ademas, demostramos por primera vez que el efecto de PGB en
la alodinia inducida por paclitaxel también depende de la accion de
opioides endogenos periféricos, puesto que revirtieron por Nx-M. Es-
tos datos indican que los efectos opioides periféricos de PGB son rele-
vantes durante el dolor neuropatico.

Previamente, hemos demostrado que en el modelo de neuro-
patia inducida por un dafio nervioso traumatico, como es el SNI, se
produce una infiltracion masiva de macrofagos en neuronas del DRG
(26). Sin embargo, durante la neuropatia inducida por paclitaxel hay
datos contradictorios sobre el reclutamiento inmunitario a este nivel
(51-55). Puesto que, como se ha comentado anteriormente, las célu-
las inmunitarias son capaces de producir y liberar péptidos opioides
endogenos (56), es relevante estudiar si se produce el reclutamiento
inmunitario en los animales tratados con paclitaxel, para explicar los
efectos opioides periféricos de PGB. Sin embargo, en nuestras condi-
ciones experimentales, no se produce el reclutamiento de macréfagos
en el DRG tras el tratamiento con el antineoplasico, por lo que el ori-
gen de estos péptidos opioides enddgenos debe ser diferente de las
células del sistema inmunitario, posiblemente neuronal, lo que apun-
ta de nuevo al posible papel de la EM-2 en el efecto de la PGB durante
la neuropatia inducida por paclitaxel.

En conclusion, nuestros datos indican que pese a que los ga-
bapentinoides son considerados farmacos de accion central, produ-
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cen parte de su efecto analgésico por acciones periféricas, y mediante
mecanismos que involucran la accion del sistema opioide endogeno.
El mecanismo molecular exacto por el que se produce este efecto no
se conoce, por lo que merece ser explorado en estudios futuros.
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Capitulo 8
FTO gene, depression and obesity
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ABSTRACT

Depression and obesity are main causes of disease burden and
disability as well as major global health problems worldwide. Both
conditions are highly prevalent and risk factors for chronic physical
diseases. Although depression and obesity frequently cooccur, the di-
rection of their association has not been completely elucidated yet
and several mechanisms implicated in their comorbidity have been
proposed. Within biological mechanisms, it has been revealed the
existence of an overlap of common genetic variants between both di-
sorders. The fat mass- and obesity-associated (FTO) gene has one of
the strongest links with obesity and high body mass index (BMI) in
the human population. Besides, this gene is highly expressed in the
brain and its recently described role catalysing the demethylation of
N6-methyladenosine (m6A), indicates that it may play a role in the
nervous system and could confer risk for the development of depres-
sion. Although genetic studies performed in both conditions inde-
pendently have recently provided important results, research on this
comorbidity needs to be promoted. The aim of this work is to perform
a systematic review of the scientific literature examining the relations-
hip between FTO gene, BMI or obesity and depression, in order to as-
sess the role of this gene on the relationship between these disorders.
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INTRODUCTION

Depression and obesity are major global health problems. They
are main causes of disease burden and disability, leading to severe im-
plications not only in public health and economy, but also at the per-
sonal level (1-4). Independently, both conditions are highly prevalent
and risk factors for chronic physical conditions such as type 2 dia-
betes, cardiovascular disease and hypertension (5-7), among others.
Furthermore, these two conditions are frequently comorbid, leading
to a more severe impact on individuals” general health (8-10). Even
though obesity and a higher body mass index (BMI) have been re-
ported to be associated with a higher risk of developing depression
(11-13), the direction of the association between these disorders has
not been completely elucidated yet (14, 15). Evidence from epide-
miological studies indicates that depression and obesity have a strong
bidirectional relationship, i.e., BMI increases the risk for developing
depression, and vice versa, individuals with depression have an increa-
sed risk of high BMI, both in adults (16, 17), and in adolescents (18).
Nevertheless, the causes leading to this comorbidity remains largely
unknown and several mechanisms have been proposed.

These mechanisms can be common to both conditions or be pre-
sent in a first condition and lead to an increased susceptibility to deve-
lop the second. For instance, psychological pathways, such as stigma
or low self-esteem, are prone to trigger a vicious cycle involving both
conditions (19, 20). Besides, several biological mechanisms have been
suggested to be involved in this relationship, including physiological,
genetic and molecular pathways. These mechanisms include the dys-
regulation of the hypothalamic-pituitary-adrenal (HPA) axis activity.
It consists mainly of the neuroendocrine system being responsible of
secretion and regulation of cortisol in humans, modulating body pro-
cesses implicated in both depression and obesity (21, 22). Inflammation
processes have also been described to be involved in both conditions
and may play a role in their co-occurrence (23, 24). Moreover, neu-
roendocrine mechanisms, e.g. the leptin-melanocortin pathway, with
a well-established role in obesity, have recently been proposed to be
involved in depression (25, 26) too. Furthermore, the heterogeneity of
depression entangles this relationship and opens the way to multiple
possible mechanisms involved (see Milaneschi, et al (27) for a review).
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Within biological mechanisms, genetic risk factors have also been
proposed as a potential factor involved in the comorbidity between de-
pression and obesity (28-30). Concerning obesity, multiple genome-wide
association studies (GWAS) have investigated the association between
different polymorphisms with obesity or BMI, resulting in multiple loci
reported to be associated with both conditions (31-34). A recent me-
ta-analysis including 339,224 individuals has found 97 polymorphisms
associated with body mass index (BMI) and obesity (30). Another novel
combined GWAS meta-analysis of approximately 700,000 participants
of European ancestry identified 941 near-independent significant SNPs
for BMI, at 549 polygenic loci (35). Both studies, following pathway en-
richment analyses, highlight the role of genes involved in the develo-
pment of the central nervous system (35), and pathways related to its
function, such as synaptic function or neurotransmitter signalling (30).
On the other hand, in the last years GWAS studies have led to a rapid
increase in the number of loci known to influence the risk for depression.
Recent GWAS meta-analyses including 480,359 and 807,553 individuals
have identified 44 and 102 independent single-nucleotide polymorphis-
ms (SNPs), respectively, associated with depression (36, 37). Particularly,
among the 44 SNPs described by Wray and colleagues associated with
depression, there were multiple SNPs located in genes related to BMI
and obesity, such as NEGRT and OLFM4 (36).

Besides, it has been revealed the existence of an overlap of com-
mon genetic variants between both disorders. It is estimated that up
to 12% of the genetic component of depression is shared with obe-
sity (38). In addition, these genes belong to important interrelated
signalling pathways involved in the aetiology of both conditions, e.g.,
signalling of dopamine and serotonin receptors, leptin, AMPK, axonal
guidance and corticotrophin-releasing hormone, among others (38).

Within the genes related to obesity and BMI, the fat mass- and
obesity-associated (FTO) gene has one of the strongest links with the-
se conditions in the human population. It was the first gene associa-
ted with differences in BMI in two independent GWAS from European
populations (33, 34). Its effect in BMI and obesity has been further
confirmed in many independent studies, as well as in large GWAS stu-
dies (see Fawcett, et al (39) for a review). These results, however, have
been reported to be less or not significant in other ancestries (40-42).



192 ZARZA-REBOLLO, J. A. / MOLINA, E. / RIVERA, M.

The SNPs found in the first intron of the FTO gene have been related
to differences between groups in BMI (by 0.39 kg/m2 for each allele),
and also in the risk of obesity (by 1.20-fold) (43).

Among the SNPs identified in the FTO gene, it is worth mentio-
ning the rs9939609, the most studied polymorphism in this gene. The
presence of the risk ‘A’ allele of this polymorphism, located in the first
intron, has been reported to be associated with increased odds of
obesity and body weight (32, 34). Moreover, this allele has also been
associated with processes related to BMI increase, such as energy in-
take increase (44), or reduction of satiety (45). Although multiple pa-
thways have been hypothesised, the mechanisms underlying a direct
relationship of this polymorphism on BMI and obesity are still unk-
nown (see Loos, et al (46) for a review).

On the other hand, this polymorphism has also been studied in
depression independently of BMI or obesity, although scarcely. To the
best of our knowledge, only two studies carried out in Asian popula-
tions have evaluated this association to date (47, 48). In 2015, Du et
al, performed a case-control study including 738 depression cases and
1098 controls and did not find any association between the FTO poly-
morphism and depression. Shortly after, a meta-analysis including the
previous cohort and a total of 6531 cases and 12359, also found no
evidence of association. However, the FTO gene is highly expressed
in the brain, making it possible to hypothesise about its role in the
development of depression (33). Furthermore, its role catalysing the
demethylation of N6-methyladenosine (m6A) (49) has been recently
described, which has also been proposed to have an important role in
the nervous system and associated diseases (50).

As it has been mentioned above, the relationship between FTO
gene and its most studied polymorphism (rs9939609) in obesity and
BMI has been explored in a large number of studies. Given that the
evidence shows an association between this gene and obesity or BMI,
and the existence of a strong bidirectional relationship between de-
pression and obesity, more research including the involvement of this
gene in both conditions will be required for a better understanding of
the genetic comorbidity of these disorders.

The aim of this work is to perform a systematic review of the
scientific literature examining the relationship between the FTO gene,
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BMI or obesity and depression, in order to assess the possible role of
this gene on the relationship between these disorders.

METHODS
o SEARCH STRATEGY AND STUDY SELECTION

All procedures were conducted according to the Preferred Re-
porting Items for Systematic Reviews and MetaXanalyses (PRISMA)
guidelines (51). Databases used for identifying studies of interest were
PubMed (MEDLINE), Web of Science, Scopus and PsycINFO. The
search was performed during October — November 2019.

The search strategy was: FTO AND (BMI OR obes*) AND (depress*
OR “mental disorders” OR “psychiatric disorders”). Studies were eligible
for inclusion if they met the following criteria: original articles or reviews
of observational studies that analyse the relationship between diagnos-
tically assessed depression, BMI or obesity and FTO gene, performed
in humans, published in the last 10 years, in English or Spanish, with
full-text available. If the latter were not possible, alternatively, corres-
ponding authors would be contacted and requested the manuscript.
Ultimately, access to the article would be paid. First, we selected articles
reviewing their titles and abstracts. Further, we fully read those papers
selected and also the ones whose eligibility was not clear after reading
the abstract. Two reviewers assessed the eligibility of the studies inde-
pendently. If there was disagreement between the reviewers, this was
resolved by consensus. Finally, we evaluated every selected document
using the Scottish Intercollegiate Guidelines Network (SIGN) checklist
(52), in order to ensure an optimal methodological quality.

e DATA EXTRACTION

We extracted data from the eligible manuscripts into a spreads-
heet including document’s reference, authors, year of publication,
sample size and characteristics (cases and controls, when applicable),
statistical analysis performed, and results (odds ratios or beta coeffi-
cients, confidence intervals or standard errors and p-values).



194 ZARZA-REBOLLO, J. A. / MOLINA, E. / RIVERA, M.

REsSULTS

The initial search performed in the different databases identified
115 studies, of which 40 full-texts articles remained after screening for
the inclusion criteria and removing duplicates. In total, 5 studies were
included in the qualitative synthesis. The main aims of these studies
were distinguishable. Two of them focused on the relationship be-
tween FTO gene and BMI, considering depressive status as a covariate.
The remaining three studies investigated the effect of FTO on depres-
sion, including BMI as a covariate. The reasons for not including the
remaining 35 articles were: not considering depression or assessing it
without a diagnosis following the criteria of the International Statisti-
cal Classification of Diseases and Related Health Problems (ICD-10 or
previous versions) or the Diagnostic and Statistical Manual of Mental
Disorders (DSM-5 or previous versions) criteria (53, 54). Also, the stu-
dies that excluded participants with depression, did not consider the
FTO gene, were methodological articles or assessed other variables
not related, were excluded from the systematic review. Figure 1 shows
the PRISMA flowchart with the studies selection for the systematic re-
view. The most relevant information regarding the methodology and
results of the documents included in the present systematic review is
detailed in Table 1.
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Fig 1. PRISMA flowchart showing studies selection for the systematic review. PubMed
(MEDLINE), Web of Science, Scopus and PsycINFO databases were searched to identify
studies relating FTO polymorphisms with depression and BMI or obesity.

« EFFECT OF THE FTO GENE ON BMI

In 2012, Rivera and colleagues investigated the genetic influen-
ce of 88 SNPs, including the FTO polymorphism rs9939609, on BMI
(55). They included a total of 2,442 individuals with major depressi-
ve disorder from the Radiant study, which was sourced from three
studies: Depression Case-Control (DeCC) study, Depression Network
(DeNT) study and Genome-Based Therapeutic Drugs for Depression
(GENDEP) study. Controls were 809 individuals without any psychia-
tric disorder. They found an association between the rs9939609 poly-
morphism and BMI, in the whole sample, including depression cases
and controls (B = -0.006, P = 0.0149). When they analysed cases with
depression and controls separately, the results showed that the SNPs
were only associated with BMI in the depression cases group and not
in the controls. Finally, they found a significant interaction effect be-
tween genotype and depression in relation to BMI, i.e, depression
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moderated the effect of FTO on BMI (B=-0.01, P = 0.0047). Thus, there
was a significant difference in BMl in the individuals with depression
carrying the FTO risk allele, being higher on average compared to their
psychiatrically healthy counterparts. This study reported for the first
time that having depression moderates the effect of the FTO gene on
BMI, suggesting the implication of this gene in the mechanism under-
lying the association between depression and obesity. The interaction
effect between the rs9939609 polymorphism and depression was also
present in the combined sample, considering together the discovery
cohort and a larger sample from the PsyColaus study, with a total of
3,738 cases with depression and 2,499 controls (= -0.01, s.e. = 0.03, P
= 0.001).

Later, in 2017 Rivera et al. further investigated the effect of the
FTO polymorphism rs9939609 in BMI in three new cohorts (GSK,
MARS and NESDA/NTR) of individuals with depression and controls
without any psychiatric disorder, and performed a meta-analysis (56).
In the replication cohorts, they found a significant interaction be-
tween the FTO, BMI and depression with fixed effects meta-analysis
(B = 0.12, s.e. = 0.03, P = 2.7 x 10“) and Han/Eskin random effects
method ( = 0.1,s.e.= 0,11, P = 1.41 x 107). When they combined the
discovery cohorts with the new cohorts in a meta-analysis including
6,902 cases and 6,799 controls, random effects meta-analysis also su-
pported the interaction (f = 0.12, s.e. = 0.05, P = 0.027), being highly
significant when the Han/Eskin method was used (f=0.12, s.e. = 0.05,
P =6.9 x 10®). This corresponded to a difference in the BMI values hi-
gher in a 2.2% for cases with depression, for each risk allele, additional
to the effect of FTO itself on BMI.

e EFFECT OF THE FTO GENE ON DEPRESSION

In 2013, Samaan and colleagues conducted a case-control study
and a meta-analysis, including 6,561 depression cases and 21,932 con-
trols from four different cohorts (EpiDREAM, INTERHEART, DeCC,
Colaus) (57). In this study they aimed to investigate the association
between the FTO variant rs9939609 and depression. In the discovery
sample (EpiDREAM), which included 3,187 individuals with depres-
sion and 14,020 controls, they found that the rs9939609 ‘A’ risk variant
was associated with depression (OR = 0.92, 95%Cl = (0.87-0.98), P =
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0.0076) and reduced the risk of depression by 6% for each copy of this
allele, independently of BMI. When they examined this association in
the replication cohorts, they did not find any association between the
SNP and depression in the three samples (INTERHEART: OR = 0.89,
95%Cl = (0.78=1.00), P = 0.05; DeCC: OR = 0.91, 95%Cl = (0.79-1.04),
P =0.18; ColLaus: OR = 0.98, 95%Cl = (0.88-1.09), P = 0.75). The overall
results from a meta-analysis including the four cohorts showed an as-
sociation between the rs9939609 polymorphism and depression (OR
= 0.92, 95%Cl = (0.89-0.97), P = 3-107).

Shortly after, Milaneschi and colleagues performed the same asso-
ciation analyses between FTO rs9939609 polymorphism and depres-
sion as in the paper of Samaan et al (58). They included individuals
from two cohorts consisting of 1,544 depression cases from the NES-
DA study and 2,806 controls from the NESDA and the NTR studies. In
addition, they also explored the association between rs9939609 and
three clinical depression subtypes: severe typical, moderate severity
and severe atypical. Atypical depression features increased appetite,
hypersomnia and weight gain, in contrast to typical or melancholic
depression. They also found an association between the rs9939609
‘A risk variant and BMI (OR = 1.492, 95%Cl = (1.363-1.632), P =
1.56x10-5) and between BMI and depression (OR = 1.08, 95%Cl =
(1.07-1.10), P = 5.47x10-24). In contrast to the results obtained by
the study of Samaan et al, the FTO variant was no longer significant-
ly associated with depression after additional adjustment for BMI.
However, when they considered depression subtypes, they found sta-
tistically significant differences in a multinomial logistic regression in
the severe atypical subtype, before and after correcting the analyses
for BMI (adjusting for age, sex and principal components: OR = 1.42,
95%Cl = 1.18-1.71, P = 1.84x10-4; adjusting for the previous covaria-
tes + BMI: OR = 1.34, 95%Cl = 1.11-1.61, P = 0.003).

In 2014, Hung and colleagues using a different methodological
approach, performed a Mendelian randomisation study to test the
causal relationship between obesity and depression. The Mendelian
randomisation is a novel approach which makes possible to define
a causal role between a potential cause and an outcome, by using
genetic variants reliably associated with the potential cause as instru-
mental variables. They studied the effect of another variant of the FTO
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gene, rs3751812, which is in absolute linkage disequilibrium with the
rs9939609 polymorphism, as an instrumental variable of BMI, on its
relationship with depression (59). Here, they used the FTO genotype,
due to its robust association with BMI, in an additive model to assess
its relationship with BMI and depression in the Radiant study, inclu-
ding 2,430 individuals with depression and 792 controls with any psy-
chiatric disorder. The FTO genotype was found to be associated with
BMI after adjusting for different covariates (age, gender, depression
status and principal components of ancestry) (B = 0.048, P = 0.011
for one risk allele in rs3751812; B = 0.062, P = 0.001 for two risk alleles
in rs3751812). Moreover, BMI was associated with depression after
a probit regression analysis (coefficient = 0.05, 95%Cl = (0.04-0.06),
P<0.001). However, the results of the prediction of depression risk
using this SNP as an instrumental variable for BMI (coefficient = -0.03,
95%Cl = (-0.18-0.13), P = 0.73), showed that this association was not
due to the effect of the FTO genotype on BMI.
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Table 1b: Description of the studies included in the systematic review, focusing
on the relationship between FTO gene and depression. OR: odds ratio; Cl:
confidence interval; P: p-value.

*In Hung et al,, 2014, prediction of the risk, as well as its dispersion, is measured
with the beta coefficient.

Sample Results
Reference et 5 5
Association with depression
Cohort Cases Control:
o ros OR cl P
Discovery EpiDREAM 3187 14020 092 | 0 257 0.0076
INTERHEART 1359 813 089 | 1 (())078 0.05
Samaan et — 0.79
al.. 2013 Replication DeCC 719 5401 091 _1.04 0.18
CoLaus 1296 1698 098 | 1 (())988 0.75
A 0.89 "
Meta-analysis 6561 21932 0.92 097 3x10
255
(severe 1.01 0.83 0.93
. -123
typical)
687
0.97
. . (moderate 1.10 0.14
Milaneschi . NESDA + . . -1.24
etal, 2014 Discovery | \rrR (2470 controls) %“52”51% 2806
(severe 1.34 L11 0.003
. —-1.61
atypical)
1544 0.98
(all cases) 7] 1.18 0.107
Hung et . o - )
al,, 2014 Discovery Radiant 2430 792 0.03* 0.18— 0.73
0.13*
DiscussioN

The main aim of this study was to conduct a systematic review
of the scientific literature about the relationship between the FTO
gene, depression and BMI or obesity. There is an extensive literature of
studies investigating the association between the FTO gene and BMI
or obesity, with evidence of higher BMI and obesity risk associated to
SNPs in the first intron of the FTO gene (43). Much less information is
available concerning the involvement of this gene in depression, only
a couple of studies in Asian populations, which found no significant
associations between this gene and depression (47, 48). Even though
the latest study performed a meta-analysis with a large sample size,
several considerations that could explain the negative results should
be taken into account, such as allelic frequencies in different ethnici-
ties, sex differences in depression risk, and differences among clinical
subtypes of depression. In contrast, there are hardly any studies that
investigates the association between FTO gene and both depression
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and obesity or BMI concurrently, even though the relationship be-
tween depression and obesity has been largely investigated. Moreover,
the evidence of the presence of this gene in the brain makes plausi-
ble the hypothesis that there is an implication of FTO in both condi-
tions (33). Its expression in human brain areas such as hypothalamus,
adrenal glands and pituitary, confers this gene a potential role in the
previously mentioned HPA axis, an important shared mechanism be-
tween the origin of depression and body weight regulation (33).

In this respect, Rivera and colleagues reported in 2009, for the
first time, an interaction between FTO gene, depression and BMI (55),
which suggested that FTO is involved in the mechanism underlying
the largely reported association between depression and obesity.
Their results were replicated in 2017 in a large meta-analysis including
13,701 individuals from five different cohorts, showing that depres-
sion increases the effect of FTO gene on BMI and point to a genetic
mechanism by which individuals who suffer from depression are at
increased risk for obesity and higher BMI (56).

The results presented by Samaan and colleagues investigated the
presence of a link between the FTO rs9939609 variant and the risk
of depression (57). They found an inverse association between the
risk ‘A’ allele and major depression in the discovery sample, which was
not significant in any of the three replication cohorts. However, when
they performed a meta-analysis, the results showed a significant as-
sociation between FTO and depression. It is worth mentioning that
in the discovery sample of this study, depression was assessed by the
participants with a self-reported questionnaire, answering two ques-
tions: whether they had experienced a variety of symptoms associa-
ted to depression in the past 12 months and whether they lasted a
minimum of 2 weeks. In contrast, in the replication cohorts, depres-
sion was clinically ascertained following DSM-IV or ICD-10 criteria.
The differences found in the results from the discovery sample and
the replication cohorts could be due to the different method used for
the diagnosis of depression, as self-report of depression (SRD) is not a
clinically based diagnosis (60). Indeed, different studies conclude that
even though SRD methods are able to identify depression with a cer-
tain degree of confidence, the confirmation of the disease following
an expert’s interview remains as the most efficient method to assess
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the diagnosis of depression (61-63). This points to the need of an
appropriate diagnosis method for depression, following well-establi-
shed criteria.

Soon after, Milaneschi and colleagues, tried to replicate Samaan’s
results studying the effect of this genetic variant on the risk of depres-
sion (58), and going a step further classifying depression cases into se-
vere typical, moderate severity and severe atypical. These profiles are
usually associated with divergent metabolic functioning, being the
patients with atypical depression those characterized with a higher
rate of obesity and increased appetite (64, 65). They did not find the
previously reported protective effect of the risk allele of the rs9939609
polymorphism, found by Samaan and colleagues (57). However, they
found a statistically significant risk effect in the severe atypical subty-
pe which was independent of BMI. Their results show the importan-
ce of including depression subtypes in genetic association studies as
they can contribute to the variability of results. It is probable that the
conclusions about the association between FTO and depression may
be different when considering the heterogeneity of depression (58).

We consider that further research investigating the genetic re-
lationship between depression and obesity or BMI should include a
more detailed clinical characterization of the sample. Given the con-
siderable heterogeneity of depression, the definition of clinical sub-
types may allow to find a more precise connection between similar
phenotypes and consider the comorbid presence of other conditions.

In the Mendelian randomization study performed by Hung and
colleagues, although the regression analysis found that higher BMI
was strongly associated with depression, the genetic instrumental va-
riable analysis did not support the hypothesis that higher BMI raises
the risk of developing depression using the polymorphism studied in
FTO gene (59).

As it has been previously described, multiple mechanisms are im-
plicated in the highly reported association between depression and
obesity. These include from psychological to physiological mechanis-
ms. Furthermore, upcoming studies analysing the expression of the
FTO gene in the brain and its role in the demethylation will contri-
bute to unravelling the underlying molecular pathways involved in
these disorders. For instance, the function of FTO in the brain may
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affect further than its sole relationship with depression. Thus, recent
approaches are trying to assess the existing link between the FTO
gene and different neuropsychiatric disorders, i.e., depression, Alzhei-
mer’s disease, Parkinson’s disease, epilepsy and anxiety (66). These are
promising studies based on murine models, which even though are
not able to be inferred to humans, could shed light on the role of the
FTO gene on the comorbidity between obesity and depression. Fina-
[ly, the findings in recent years have been crucial to providing a deeper
insight into the genetic architecture of depression. Particularly, two
massive GWAS have led to the identification of more than a hundred
independent loci associated with depression (36, 37). Interestingly,
multiple of these reported SNPs are located in genes associated to
BMI and obesity, e.g. NEGR1 and OLFM4 (36). Besides, research in obe-
sity and BMI has led to a prolific amount of candidate SNPs associated
with these conditions (30, 35). Although genetic studies performed
in both conditions independently have recently provided important
results, research on this comorbidity needs to be promoted.

Given the evidence of the involvement of FTO in obesity and BMI
and its potential role in depression, along with its recently described
implication in the central nervous system and high expression in the
brain, it seems obvious the need of further studies that investigate the
role of this gene in both conditions, with the aim of shedding some
light on the genetic basis of this comorbidity.
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Papel del factor neurotréfico derivado del cerebro (BDNF)
en la relacion entre depresion y ejercicio fisico
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PEREZ-GUTIERREZ, A. M., RIVERA, M.

RESUMEN

El trastorno depresivo mayor, o depresion, es el trastorno mental
mas frecuente y una de las principales causas de carga de enfermedad
y discapacidad a nivel mundial. Los mecanismos moleculares subya-
centes a su etiologia no estan del todo claros y siguen siendo objeto
de estudio. Recientemente se le ha atribuido al factor neurotroéfico de-
rivado del cerebro (BDNF, del inglés brain-derived neurotrofic factor)
un papel en el desarrollo de esta enfermedad, dada su implicacion en
procesos de aprendizaje y memoria, y en la regulacion de la plastici-
dad neuronal. Por otro lado, también es conocido el papel de la acti-
vidad fisica en la mejora de los sintomas depresivos en pacientes con
depresion, y existe evidencia de que un posible factor implicado en
esta mejora podria ser el BDNF. Esta revision sistematica tiene como
objetivo evaluar el papel del BDNF en la relacion existente entre de-
presion y actividad fisica. Para ello, tras una busqueda sistematica en
las principales bases de datos bibliograficas, cumplieron los criterios
de inclusion un total de 17 estudios, entre articulos originales, revisio-
nes sistematicas y meta-analisis. Del total, en 5 de ellos se evaluaba el
polimorfismo Val66Met del gen BDNF, obteniendo resultados contra-
dictorios en cuanto a una posible asociacion entre este polimorfismo,
depresion y actividad fisica. Los 12 estudios restantes tenian como
objetivo la evaluacion de los niveles de la proteina BDNF en sangre y el
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cambio en éstos tras una intervencion con actividad fisica, en cuanto
al desarrollo o la mejora de sintomas depresivos. En este sentido, se
distingue entre efecto del ejercicio agudo y efecto de una intervencion
crénica. La heterogeneidad en el disefio metodologico de los estudios
y en las muestras imposibilitaron extraer resultados concluyentes. En
conclusion, esta revision sistematica es un reflejo de la investigacion
reciente en el estudio del BDNF en la relacion entre depresion y ac-
tividad fisica, dejando patente la necesidad de un mayor nimero de
investigaciones en este campo, asi como de la necesidad de estanda-
rizar los parametros de las intervenciones, con el fin de poder llegar a
obtener resultados concluyentes.

INTRODUCCION

El trastorno depresivo mayor o depresion es uno de los trastornos
mentales mas frecuentes a nivel mundial, y afecta aproximadamente
a mas de 300 millones de personas (Organizacion Mundial de la Sa-
lud, 2020). Tiene una etiologia multifactorial con factores implicados
de tipo psicoldgico (personalidad, etc.), social (acontecimientos vita-
les estresantes, grado de apoyo social, etc.) y bioldgico (eje hipotala-
mo-hipofiso-adrenal (HPA), vias de neurotransmision, niveles de pro-
teinas cerebrales clave, plasticidad cerebral, carga genética individual,
etc.).

Centrandonos en los mecanismos biologicos que subyacen a la
depresion, en la actualidad todavia no se conocen con seguridad cua-
les son los mecanismos moleculares implicados, aunque se han pro-
puesto diferentes factores pueden estar asociados con este trastorno.
Por una parte, existen evidencias que sugieren que el estrés oxidativo
juega un papel importante en la depresion, estando elevado en los
pacientes deprimidos (1, 2). Por otra parte, se ha comprobado que en
la fisiopatologia de la depresion existe una cierta disfuncion en el eje
HPA (3), una desregulacion de la transmision de serotonina (4-6), y
un aumento de la liberacion de citoquinas proinflamatorias (7). Asi-
mismo, varias investigaciones han demostrado que puede observarse
una mayor disfuncion celular en las areas cortical y limbica del cere-
bro (8, 9) en las personas afectadas por este trastorno, las cuales estan
altamente relacionadas con la disminucion en la actividad neurotrofi-
ca (10). Esta baja actividad neurotrofica esta asociada con un nimero
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reducido de células en el cortex prefrontal (11), en la amigdala (12,
13) y con una disminucion del volumen del hipocampo (14, 15). En
conjunto, todas estas alteraciones neurobioldgicas se manifiestan en
una pérdida de la neuroplasticidad. Esta es una propiedad del cerebro
esencial en los procesos de aprendizaje y memoria (16), y numerosos
estudios afirman que puede estar influenciada por el factor neurotré-
fico derivado del cerebro (BDNF, del inglés brain-derived neurotrophic
factor) (17). La proteina BDNF forma parte de las neurotrofinas, una
familia de proteinas sintetizadas en el cerebro que contribuyen a la
supervivencia, el crecimiento y mantenimiento de las neuronas, y que
participan en una variedad de funciones relacionadas con el aprendi-
zaje y la memoria. Esta molécula se encuentra predominantemente
en el hipocampo y en la corteza cerebral, y tiene un importante papel
en la regulacion de la plasticidad neuronal dependiente de actividad,
que es necesaria para el mantenimiento de la funcién neuronal (18).
Para comprender mejor el BDNF, es fundamental considerar la distin-
cion entre variantes genéticas y niveles de proteina.

Existe evidencia de que ciertas alteraciones en el BDNF pueden
dar lugar a deficiencia de la memoria relacionada con la edad, depre-
sion y atrofia del hipocampo (8,9, 19, 20). La proteina BDNF induce la
formacién de espinas dendriticas y promueve el crecimiento celular y
la supervivencia de neuronas serotonérgicas (21, 22), las cuales estan
implicadas en la fisiopatologia de la depresion y la plasticidad sinap-
tica (23).

A nivel genético, existe un polimorfismo funcional localizado en
el gen que codifica para la proteina BDNF que provoca la sustitucion
del aminoacido Valina por Metionina en el codon 66 del prodominio
del péptido BDNEF, lo que altera la secrecion y el trafico intracelular de
BDNEF y que ha sido asociado con un mayor riesgo de padecer depre-
sion (24), aunque estos hallazgos no son atn del todo concluyentes
(25-27).

Asi pues, diferentes estudios han encontrado una disminucion en
los niveles de BDNF en suero y plasma de personas con depresion (28,
29) o casos de suicidio (30, 31), y se ha descrito una normalizacion de
estos niveles en respuesta a diversos tratamientos como antidepresi-
vos (32) o actividad fisica (33). Asimismo, las personas con depresion
muestran alteraciones en el nivel y la funcion del BDNF en regiones
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especificas del cerebro de modo que se han visto disminuidos en el
hipocampo y el cortex prefrontal medial (34), lo cual provoca la dis-
funcion de los astrocitos y la microglia en los circuitos depresivos (27).

Actualmente, la primera linea de tratamiento para la depresiéon
son los antidepresivos (35), especialmente los inhibidores selectivos
de la recaptacion de serotonina (ISRS), aunque la tasa de remision es
tan solo del 60% (36). Debido a esta falta de eficacia de los antidepre-
sivos, uno de los enfoques mas relevantes para tratar esta enfermedad
es la utilizacion de la medicina personalizada (37), donde una de las
opciones mas estudiadas es la prescripcion de actividad fisica (38).

La actividad fisica consiste en la realizacion de actividades que
requieren gasto energético e implican movimientos del cuerpo pro-
ducidos por musculos esqueléticos (39). Esta demostrado que la rea-
lizacion de ejercicio de forma regular modula el humor a través de
varios mecanismos, que incluyen un aumento de la autoeficacia, au-
mento de la motivacion y la energia, y mejor funcion psicosocial (40).
Asimismo, promueve adaptaciones neurobioldgicas positivas como
el aumento de la neurogénesis en el hipocampo, de la neurotrans-
mision monoaminérgica y del crecimiento sinaptico (41, 42). Por ello
se sugiere que estas acciones puedan ser las responsables de mejorar
los sintomas depresivos, la memoria, y otras funciones cognitivas (43,
44), aunque aun no se conocen los mecanismos moleculares por los
que se ejercen dichas acciones (43, 45, 46). Ademas, existe evidencia
de que las intervenciones con actividad fisica pueden reducir el riesgo
de depresion (47, 48), facilitar la recuperacion (49, 50) y minimizar la
incidencia de recaida (51, 52).

El estudio de las rutas neurobioldgicas por las cuales el ejercicio
reduce los sintomas depresivos podria ayudar a mejorar la eficacia de
esta posible estrategia terapéutica (53) y una de las hipdtesis que se
esta evaluando actualmente es la participacion de la proteina BDNF,
ya que la actividad fisica afecta a la produccion de esta neurotrofina
y promueve la mejora de la plasticidad cerebral (43, 45, 46). Se ha de-
mostrado que la actividad fisica y el ejercicio aumentan los niveles de
BDNF en el hipocampo y otras regiones del cerebro, y que aumentan
todavia mas cuando se combina con restriccion calorica, ya que se
trata de una de las neurotrofinas mas inducibles por la actividad fi-
sica (27). Ademas, existe evidencia de que la actividad fisica produce
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adaptaciones neuroplasticas centrales a través de la optimizacion de
los niveles de BDNF. El ejercicio es capaz de mejorar la liberacion y la
funcion del BDNF en la sinapsis, y con ello promover la integridad de
las espinas dendriticas, prevenir la atrofia del hipocampo, reducir la
disfuncion astrocitica, y activar otras rutas celulares que contribuyen
a la plasticidad (10, 54, 55). Por ello, se considera que su accion per-
mite que tengan lugar los procesos homeostaticos necesarios para el
mantenimiento, reparacion y reorganizacion de los circuitos que se
encuentran dafados en los individuos con depresion (27).

Aparte de suimportante accion a nivel cerebral, la actividad fisica
tiene la ventaja de ser facilmente manejable y medible a largo plazo
(19), lo que demuestra su potencialidad terapéutica para la depresion.

La relacion entre la depresion, el ejercicio fisico y el BDNF se mues-
tra como una posible interaccion muy interesante para el desarrollo de
una terapia efectiva para esta enfermedad. Sin embargo, todavia que-
dan por discernir los mecanismos moleculares que la regulan. La mayor
incognita que se presenta es conocer si el BDNF actia como un bio-
marcador o como un mecanismo causal de la depresion. Asimismo, es
necesario un mejor entendimiento de cémo las distintas variables del
ejercicio (tipo de actividad, duracion e intensidad, entre otras) mejoran
los sintomas y la fisiopatologia de la depresion para poder identificar la
mejor forma de manejar esta posible estrategia terapéutica.

OBJETIVOS
e OBJETIVO PRINCIPAL

Revisar la literatura cientifica publicada en los ultimos 10 arios
para analizar cual es el papel del BDNF (niveles de proteina o variabili-
dad genética) en la posible relacion del ejercicio fisico con la prevalen-
cia de depresion o la mejora de sintomas depresivos.

e OBJETIVOS ESPECIFICOS

Identificar y describir las caracteristicas principales de los docu-
mentos cientificos publicados en los ultimos 10 afios sobre el papel
del BDNF (niveles de proteina o variabilidad genética) en la posible
relacion del ejercicio fisico con la prevalencia de depresion o la mejora
de sintomas depresivos.
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Realizar un analisis del contenido de los documentos selecciona-
dos en la presente revision para describir si existe una relacién entre
depresion, ejercicio fisico y BDNF.

MATERIAL Y METODOS
e ESTRATEGIA DE BUSQUEDA Y SELECCION DE ESTUDIOS

Con el objetivo previamente descrito, se escogieron palabras
clave para realizar la busqueda bibliografica, utilizando para ello los
tesauros MeSH (Medical Subject Headings, U.S. National Library of
Medicine) y DeCS (Descriptores en Ciencias de la Salud, Centro Lati-
noamericano y del Caribe de Informacion en Ciencias Médicas).

La combinacion de estos descriptores con los operadores bo-
leanos “AND” y “OR” dio lugar a la siguiente ecuacién de busqueda:
(BDNF OR “level* of protein”) AND (gen* OR polymorphism OR SNP
OR “Single Nucleotide Polymorphism”) AND (“physical exercise” OR
exercise OR “physical activity”) AND (depress* OR MDD OR “unipo-
lar disorder”).

La busqueda sistematica de documentos de la literatura cientifica
se llevd a cabo en las bases de datos de cobertura internacional Pub-
med, Scopus, Web of Science y Psycinfo entre los meses de marzo y
mayo de 2020 y seguidamente se realizo la seleccion de articulos segun
los criterios de inclusion especificados a continuacion.

Se seleccionaron tanto articulos cientificos originales como revi-
siones sistematicas, publicados en los tltimos 10 aiios, en inglés o en
espanol, con un disefio epidemioldgico observacional (transversal o
longitudinal) y experimental, que estudiaran la relacion entre la acti-
vidad fisica, la depresion y el BDNF en poblacion general adulta, y que
tuvieran calidad metodolégica suficiente para incluirlos en esta revi-
sion. Esta fue evaluada mediante las herramientas SIGN (56) para los
estudios de disefio observacional y JADAD (57) para los experimenta-
les. Concretamente, solo aquellos estudios observacionales que tuvie-
ron una calidad alta o aceptable segln la herramienta SIGN asi como
los ensayos clinicos con una puntuacion mayor que 3 en la escala JA-
DAD fueron incluidos en la presente revision. En la Figura 1 se detalla el
proceso de busqueda y seleccion de documentos.
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Fig 1. Diagrama de flujo del proceso de seleccién de articulos

e EXTRACCION DE DATOS

Para llevar a cabo la extraccion de los principales datos de los
documentos incluidos en la presente revision, se cre6 una tabla de
Microsoft Excel, con los siguientes items para cada uno de ellos: re-
ferencia bibliografica; tipo de estudio; diseiio epidemiolédgico; obje-
tivos; tipo de muestra (tamafo muestral y caracteristicas); variables
principales exploradas (ejercicio, depresion y polimorfismo Val66Met



212 GOMEZ-HERNANDEZ / ZARZA-REBOLLO / MOLINA / PEREZ-GUTIERREZ / RIVERA

del gen BDNF o niveles de la proteina BDNF); técnicas e instrumentos
clinimétricos y principales resultados.

RESULTADOS
e CARACTERISTICAS DE LA POBLACION

La poblacion de los articulos escogidos para esta revision fueron
adultos jovenes y de mediana edad (aproximadamente entre 18 y 60
aios) en 10 de los 17; mientras que en 5 de 17 realizaron la interven-
cion en personas de edad avanzada (mayores de 60 afos). Asimismo,
en 3 articulos (46, 58, 59) exclusivamente participaron mujeres.

e ANALISIS DE BDNF Y CARACTERISTICAS DE LA INTERVENCION

En esta revision los estudios se clasifican en dos grupos segun si
analizan el gen BDNF o niveles de la proteina BDNF. Asimismo, estos
altimos se pueden dividir entre aquéllos que evaluaron el cambio en
los niveles de BDNF tras una intervencion de ejercicio aguda (2/17),
y los que lo determinaron después de una intervencion de ejercicio
crénica, es decir, después de varias sesiones de entrenamiento (9/17).

Cabe mencionar que 2 de los 17 articulos de la presente revision
corresponden a revisiones sistematicas.

e ESTUDIOS QUE ANALIZAN EL POLIMORFISMO VAL66MET DEL GEN
BDNF (TABLA 1(A)

El equipo de Gujral y colaboradores (2014) realiz6 un estudio para
comprobar el efecto del polimorfismo Val66Met del gen BDNF en la aso-
ciacion entre la actividad fisica y los sintomas depresivos en una mues-
tra de 1.072 adultos de mediana edad (525 hombres y 547 mujeres). Los
resultados de este estudio mostraron que los sintomas depresivos eran
mayores en los portadores del alelo Met que en los homocigotos para el
alelo Val (p=0,03), aunque la relacion solo era significativa en hombres;
mientras que la actividad fisica estaba asociada con menores sintomas
depresivos solo en mujeres (p=0,01). Ademas, encontraron que el po-
limorfismo Val66Met no modera el efecto de la actividad fisica en los
sintomas depresivos en adultos de edad media (p=0,94) (60).

Siguiendo esta misma linea, los autores Dotson y colaboradores
(2016) llevaron a cabo un estudio experimental para examinar el im-
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pacto de la variabilidad genética y el sexo en los cambios en los sinto-
mas depresivos tras realizar una intervencion con actividad fisica en
una muestra de 365 adultos sedentarios, ademas de determinar si el
ejercicio fisico mejoraba la magnitud de los sintomas depresivos. Para
ello los pacientes se dividieron en dos grupos, donde uno tendria una
intervencion con ejercicio fisico durante 12 meses en un centro espe-
cializado, mientras que el otro tendria una intervencién con educacion
sobre la salud en la edad. Los sintomas depresivos se evaluaban me-
diante la escala CES-D (Center for Epidemiology Scale for Depression),
al comienzo del experimento. En este caso, los resultados del estudio
mostraron que los hombres con intervencidn de ejercicio presentaban
la mayor disminucion de sintomas depresivos, con un beneficio pre-
ferencial de los portadores masculinos del alelo Met (p=0,043). Asi-
mismo, se concluyd que el impacto del ejercicio fisico en los sintomas
depresivos dependia del genotipo y del sexo (p=0,079) (61).

Por otro lado, Haslacher y colaboradores (2015) investigaron si los
deportes de resistencia intensivos modulaban el efecto de riesgo ge-
nético para depresion en una cohorte de atletas de maraton de edad
avanzada (>60 afos) (58 controles y 55 atletas), que debian haber parti-
cipado en al menos una competicion en los 3 afios anteriores al estudio
y realizar mas de 2 horas de ejercicio fisico a la semana. Para evaluar
el estado depresivo de los participantes utilizaron las escalas BDI (Beck
Depression Inventory) y GDS (Geriatric Depression Scale). Los resultados
mostraron la existencia de una interaccion estadisticamente significati-
va entre el grupo (atletas vs controles) y el hecho de portar el alelo de
riesgo Met, confiriendo un mayor riesgo a presentar sintomas depresi-
vos, paraambas escalas (BDI: p=0,027, GDS: p=0,013). Ademas, entre los
homocigotos Val/Val, los controles no atletas tenian un riesgo relativo
de 3,54 (95% Cl=1,276-9,802) de obtener una puntuacion >10 en la es-
cala BDI, mientras que no se encontraron diferencias en cuanto al riesgo
de sintomas depresivos entre controles y atletas entre los portadores
del alelo Met. Por ello se concluye que el ejercicio afecta positivamente
al BDNF, y que este efecto es mayor en los homocigotos Val/Val (62).

Rahman y colaboradores (2017) realizaron un estudio experimental
para investigar si el polimorfismo Val66Met modulaba la mejora de los
sintomas depresivos tras una intervencion con ejercicio fisico, ademas
de comprobar la influencia que tiene la adversidad en la infancia en esa
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mejora. En una muestra de 547 individuos se evalu6 el genotipo para el
gen BDNF, asi como la puntuacion de depresion al principio y al final del
tratamiento utilizando la escala MADRS (Montgomery Asberg Depression
Rating Scale), y la habilidad de apego social mediante 5 preguntas de la
subescala de ISIS (Interview Schedule for Social Interaction). De la muestra,
el grupo que iba a realizar el ejercicio se dividi6 aleatoriamente en tres
niveles de intensidad y se les recomendo asistir a 3 sesiones semanales en
un gimnasio. Los resultados mostraron que la proporcion de participan-
tes que respondian al tratamiento era menor en los portadores del alelo
Met expuestos a adversidad en la infancia; mientras que aquellos porta-
dores Met que no reportaron ninguna exposicion a adversidad en la in-
fancia tenian una mayor respuesta al tratamiento con ejercicio (p<0,05),
en comparacion con los sujetos homocigotos para el alelo Val (63).

Finalmente, el grupo de Pitts y colaboradores (2020), con un estudio
mas reciente, ofrece una aproximacion diferente ya que su objetivo con-
siste en evaluar si el polimorfismo Val66Met del gen BDNF y la actividad
fisica modulan el efecto deletéreo de la depresion en el funcionamiento
cognitivo de una muestra de 1.386 militares veteranos de Estados Unidos.
Esta muestra se dividio en dos grupos: aquellos que practicaban ejercicio
(con una mediana de 3 dias en semana), y aquellos que no. Se utilizé la es-
cala PHQ-2 (The Patient Health Questionnaire-2) para evaluar los sintomas
depresivos. Los resultados mostraron que el ejercicio fisico modulaba la
asociacion entre la depresion y la funcion cognitiva, ya que, entre los par-
ticipantes con depresion, los que hacian ejercicio obtenian mejores resul-
tados que los no ejercitados en una medida subjetiva de razonamiento
y medidas objetivas de velocidad de procesamiento (p>0,001), atencion
(p=0,001) y aprendizaje visual (p=0,012). De la misma manera, entre los
portadores del alelo Met aquellos que hacian ejercicio obtenian mejores
resultados que los que no lo hacian, en una medida cognitiva subjetiva
(p>0,003), y en medidas objetivas de aprendizaje visual (p>0,001) y me-
moria de trabajo (p>0,001). En conclusion, afirmaron que la depresion
esta asociada con una disminucion moderada del funcionamiento cog-
nitivo en esta muestra, y esta asociacion esta controlada por el genotipo
Val66Met del gen BDNF y por el ejercicio fisico (64).

Todos los estudios experimentales que evaluaron la variabilidad ge-
nética del gen BDNF y su relacion con el ejercicio fisico en depresion lo hi-
cieron con intervenciones de ejercicio regular en mayor o menor medida
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e ESTUDIOS QUE ANALIZAN LOS NIVELES DE LA PROTEINA BDNF, TABLA 1 (B)
INTERVENCION CON EJERCICIO PUNTUAL

En este apartado se comentan los articulos cuya intervencion con
ejercicio tenia lugar en una unica sesion. Los niveles de proteina BDNF se
determinaban antes y después de dicha intervencion.

Los autores Laske y colaboradores (2010) realizaron un estudio
para investigar los efectos del ejercicio en la concentracion de BDNF
en suero, en una muestra de 55 mujeres mayores de 50 afos: 35 con
trastorno depresivo mayor en remision (20 tratadas con antidepresivos
ISRS durante 3 meses antes de empezar el estudio) y 20 sanas como
controles. Los sintomas depresivos se determinaron mediante la escala
HAMD (Hamilton Depression Rating Scale). La evaluacion del ejercicio
se llevo a cabo mediante una prueba de ejercicio progresivo en una cin-
ta rodante, con el que al final se calculaba la tasa de trabajo realizado.
Los resultados mostraron que la concentracion de BDNF no diferia sig-
nificativamente entre los pacientes con depresion que tenian medica-
cion con antidepresivos ISRS y los que no recibieron ningln tratamien-
to. Ademas, los pacientes con depresion mostraron significativamente
menores niveles de BDNF antes del ejercicio (p=0,001), pero no después
del ejercicio (p=0,233), comparando con los controles. Después de un
ejercicio a corto plazo, se encontré un aumento significativo de los ni-
veles de BDNF en suero en pacientes con depresion antes y después del
ejercicio (p<0,0001), siendo este cambio significativamente mayor en
estos pacientes que en los controles (p=0,046). Después de un descanso
de 30 minutos tras el ejercicio, ambos grupos mostraron un descenso
significativo de los niveles de BDNF en suero, incluso por debajo de los
niveles previos al ejercicio. Los pacientes con depresion mostraron una
tendencia de correlacion inversa entre los niveles de BDNF en suero
antes del ejercicio y el cambio en los niveles de BDNF en suero tras el
ejercicio (r=-0,325; p=0,056), mientras que esta correlacion no estaba
presente en los controles sanos (r=-0,337; p=0,146) (46).

Mas adelante, el grupo de Kallies y colaboradores (2019) realiz6 una
investigacion analoga a la anterior donde analizé los cambios en los nive-
les de proteina BDNF en suero (sBDNF) producidos por una intervencion
con ejercicio aerdbico graduado en un grupo de 30 pacientes adultos (18-
65 afos) con trastorno depresivo mayor que no realizan mas de 90 minu-
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tos de ejercicio a la semana. La diferencia con respecto al estudio anterior
es que tenian en cuenta el cambio en el volumen de plasma y el nime-
ro de plaquetas de los sujetos en los resultados. La prueba graduada de
ejercicio se realizaba en una bicicleta estatica, terminando la intervencion
cuando el paciente era fisicamente incapaz de continuar. La severidad de
los sintomas depresivos se evalué mediante la escala BDI-Il. Los resulta-
dos mostraron que el aumento inducido por el ejercicio en el BDNF en
suero es significativo (p<0,001) cuando se ajusta el cambio en volumen
de plasmay se controla el numero de plaquetas. Asimismo, la interaccion
del cambio de sBDNF y el nimero de plaquetas también es significativa
(p=0,001), lo que apunta hacia un mayor aumento de los niveles de sBD-
NF en los participantes con menor numero de plaquetas (65).

INTERVENCION CON EJERCICIO REGULAR

En este apartado se consideran aquellas intervenciones con ejerci-
cio que se llevaban a cabo durante varias sesiones, a lo largo de varias
semanas.

Los autores Toups y colaboradores (2011) realizaron un estudio
para evaluar el cambio de los niveles de BDNF en suero con el en-
trenamiento con ejercicio en participantes con trastorno depresivo
mayor y si esos cambios estaban asociados con la severidad de los
sintomas depresivos. La muestra estaba formada por 126 adultos (18-
70 anos) sometidos a un tratamiento con antidepresivos ISRS de 2
a 6 meses, al cual respondian parcialmente. La intervencion durd 12
semanas y la completaron 70 participantes. La evaluacion de los sin-
tomas depresivos se llevé a cabo mediante la escala HDRS (Hamilton
Depression Rating Scale), y se confirmé el diagnéstico mediante la
SCID (Structured Clinical Interview for DSM Axis | Disorders). Para el
experimento los sujetos se dividian en dos grupos: con alto y con bajo
gasto energético y ambos grupos tenian un régimen de ejercicio ade-
cuado a la dosis adjudicada. El equipo demostré que la concentracion
de BDNF en suero base era estable y no estaba correlacionada con
el gasto energético (p=0,15) o mejora en la puntuacion en la escala
IDS-C (Clinician rated version of Inventory of Depression Symptoma-
tology) (p=0,89). Ademas, los sujetos que presentaban mayores nive-
les de BDNF mejoraron mas rapido su puntuacion en la escala IDS-C
con el ejercicio, independientemente de la intensidad (p=0,003) (66).
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Mas adelante, Ross y colaboradores (2019) examinaron el efecto
del ejercicio aerébico de diferente intensidad en los niveles de BDNF
en suero. Se utilizé una muestra de 26 individuos: 13 controles sanos y
13 diagnosticados con trastorno depresivo mayor mediante la entrevis-
ta MINI (Mini International Neuropsychiatric Interview) y evaluando
los sintomas depresivos con una puntuacion >10 en la escala MADRS.
Las sesiones de ejercicio se dividieron en 3 intensidades, donde cada
sesion consistia en 15 min de: ciclismo de baja intensidad al 35% de fre-
cuencia cardiaca de reserva (LO), ciclismo de alta intensidad al 70% de
frecuencia cardiaca de reserva (HI), o estar sentado a modo de control
(CON). La concentracion de BDNF se midio pre- y post-ejercicio cada
15 minutos durante 1 hora. Los resultados mostraron niveles de BDNF
en suero significativamente mayores justo después del ejercicio en el
HI comparado con el LO (p=0,003) y con CON (p=0,027), aunque no
encontraron diferencias en el BDNF en suero entre LO y CON en ese
momento (p<0,001). Ademas, los niveles de BDNF después del ejercicio
en las condiciones HI (p<0,001) y LO (p=0,019) eran significativamente
mayores que antes del ejercicio. Sin embargo, los efectos del ejercicio
aerdbico eran transitorios ya que los niveles de BDNF 15 minutos des-
pués del ejercicio en las condiciones Hl y LO no eran significativamente
diferentes de los valores previos al ejercicio y no habia mas diferencias
entre las condiciones en ningln otro tiempo mas adelante (40).

Los autores Pereira y colaboradores (2013) investigaron el efecto de
dos programas de ejercicio estandarizados en los niveles de BDNF en
plasma y los sintomas depresivos en una muestra de 451 mujeres de
edad avanzada (65-89 afos) sedentarias. Las participantes se dividian
en dos grupos para realizar ejercicios de fuerza muscular (SE) o ejerci-
cios aerobicos (AE) y los protocolos incluian 3 sesiones de 1 una hora a
la semana, durante 10 semanas. Para la comprobacion de los sintomas
depresivos se utilizo la escala GDS (Geriatric Depression Scale). Estos
autores demostraron que existia una diferencia significativa en los ni-
veles de BDNF entre los grupos SE y AE (p=0,009), aunque solo se en-
contrd diferencia pre y post intervencion en el grupo SE (p=0,008). Sin
embargo, respecto a las calificaciones en la GDS, si habia diferencia esta-
disticamente significativa entre pre y post intervencién en ambos gru-
pos (p=0,001), mostrando que los efectos de los protocolos de ejercicio
eran comparables en cuanto a los sintomas depresivos (p=0,185) (59).
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El grupo de Salehi y colaboradores (2016) también evalu6 los cam-
bios en los niveles de BDNF en plasma, en este caso para investigar los
efectos diferenciales de dos tratamientos: terapia electroconvulsiva
(TEC) y entrenamiento de ejercicio aerdbico (AET), asi como la com-
binacion de ambos (TEC+AET), en pacientes con trastorno depresivo
mayor. El experimento se llevd a cabo con 60 pacientes con depresion
entre 25 y 40 aiios, diagnosticados mediante el DSM-IV- TR (Diagnostic
and Statistical Manual of Mental Disorders (Fourth edition)), una pun-
tuacion >30 en BDI (Beck Depression Inventory), y >25 en HDRS. Los
sujetos se dividieron en los grupos mencionados anteriormente para
seguir el tratamiento asignado durante 4 semanas, y todos estaban sien-
do tratados con la medicacion estandar con farmacos antidepresivos
ISRS. Los resultados mostraron que los niveles de BDNF en plasma au-
mentaron con el paso del tiempo en todas las condiciones del estudio,
aunque el mayor aumento se observo en la condicion de TEC+AET y
el menor incremento en la condicién AET. Ademas, la puntuacion en
BDI y HDRS disminuy6 significativamente entre pre- y post-interven-
cion (p>0,05). De hecho, eran significativamente menores en el grupo
TEC+AET, en comparacion con los grupos TEC y AET por separado.
Asimismo, se sugiere que existe una asociacion significativa entre la
condicion de tratamiento y la remision (p<0,001), obteniendo la tasa
de remision mas elevada la condicion TEC+AET (con mas de la mitad
de los pacientes mostrando una remision completa), y la menor en la
condicion TEC (67).

Krogh y colaboradores (2014) llevaron a cabo un ensayo clinico
aleatorizado para determinar si una intervencion de ejercicio compa-
rada con una condicién de ejercicio control aumentaria el volumen del
hipocampo y aumentaria los niveles en suero de las proteinas BDNF,
VEGF e IGF- 1, en pacientes diagnosticados con trastorno depresivo
mayor mediante la versién danesa de la MINI y una puntuacion >12 en
la HAM-D. La muestra estaba compuesta por 79 sujetos (18-60 afos)
sin medicacion con antidepresivos en los 2 meses previos al estudio:
38 formaron parte del grupo control y realizaron estiramientos y ejer-
cicios de bajo impacto y 41 emplearon bicicletas estaticas al 80% de
su frecuencia cardiaca maxima. La intervencion durd 3 meses y se les
aconsejo realizar 3 sesiones por semana. Estos autores mostraron que el
volumen del hipocampo y la cantidad de BDNF, VEGF y TGF-1 en suero
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no variaban entre los grupos, aunque si se encontr6 una asociacion sig-
nificativa entre el cambio en el volumen del hipocampo y los sintomas
depresivos (p=0,03) (68).

El grupo de Meyer y colaboradores (2016) examino la respuesta de
los niveles de BDNF en suero a una intervencion con ejercicio en pacien-
tes con depresion. La muestra estaba compuesta por 24 mujeres con
edades entre 20 y 60 afos, diagnosticadas con trastorno depresivo mayor
mediante la MINI que o bien no estaban bajo régimen de tratamiento
farmacoldgico, o bien tenian un régimen estable desde 8 semanas previas
al estudio. La intervencion con ejercicio constaba de 5 sesiones de 2 ho-
ras (salvo la primera de 3 horas) separadas 1 semana, en las cuales cada
sesion incluia 30 minutos de ejercicio a una de las intensidades prescritas
0 30 minutos de sesion relajada en una bicicleta estatica. La extraccion
de sangre se realiz6 antes del ejercicio y 10 minutos después del mismo;
a la vez que los sujetos completaban el cuestionario POMS (Profile Of
Mood States) para evaluar los sintomas depresivos en esos intervalos de
tiempo y también 30 minutos tras el ejercicio, después de cada sesion. Los
resultados obtenidos indicaron que el ejercicio mejoraba el humor depre-
sivo y producia un aumento significativo del BDNF en suero (p=0,006),
independientemente de la intensidad del ejercicio (p>0,05). Sin embargo,
los cambios en los niveles de BDNF en suero (sSBDNF) no estaban correla-
cionados significativamente con cambios en depresion en el cuestionario
POMS, tanto tras 10 minutos del ejercicio (r=-0,171, p=0,161) como 30
minutos después (r=-0,151, p=0,215). Los 14 participantes con medica-
cion antidepresiva mostraron menores niveles de sBDNF post-ejercicio
(p=0,015) que los participantes sin medicacion, aunque todos mostraban
cambios en el humor similares (58).

Por otro lado, el equipo de Schuch y colaboradores (2014) evalu6 los
efectos de afadir una intervencion con ejercicio al tratamiento de pacien-
tes con depresion en los niveles de BDNF en suero. Incluyeron 26 pacien-
tes diagnosticados con trastorno depresivo mayor mediante la MINI, los
criterios DSM- IV y una puntuacion 225 en la escala Hamilton-17. Estos
se dividieron en dos grupos: 11 mantuvieron su tratamiento y 15 afa-
dieron ejercicio aerdbico a dicho tratamiento, que consistia en 3 sesiones
semanales durante 3 semanas donde podian elegir la intensidad y mo-
dalidad segun sus preferencias. Los resultados mostraron una asociacion
significativa entre el tiempo y el efecto (p<0,001) pero no entre el grupo
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y el tiempo (p=0,13), para los niveles de BDNF. Concluyeron que afadir
ejercicio al tratamiento habitual no tiene ningun efecto en los niveles de
BDNF sérico de pacientes con depresion (69).

Mas adelante, los autores Kerling y colaboradores (2017) realizaron
un experimento parecido al de Schuch y colaboradores (2014), donde
examinaron el efecto del ejercicio coadyuvante en los niveles de BDNF
en suero en pacientes con trastorno depresivo mayor diagnosticado con
el DSM-1V. La muestra estaba formada por 42 sujetos (18-60 arios) divi-
didos en: 22 que aiaden ejercicio a su tratamiento y 20 que continian
con su tratamiento habitual, con medicacion inalterada a lo largo del ex-
perimento. La intervencion con ejercicio consistio en 3 sesiones de entre-
namiento de 45 minutos con intensidad moderada durante 6 semanas.
Se encontrd un efecto significativo entre el tiempo y el grupo en cuanto
a los niveles de BDNF en suero (p=0,030), lo que implicaba un aumento
en las concentraciones de BDNF en el grupo de ejercicio, en comparacion
con el grupo de tratamiento habitual. Sin embargo, en ambos grupos las
diferencias en los niveles séricos de BDNF no fueron estadisticamente sig-
nificativas entre el comienzo y el final del experimento (70).

Finalmente, Dinoffy colaboradores (2018) realizaron una revision sis-
tematica y meta-analisis de 6 estudios con un total de 176 individuos para
investigar si una intervencion con ejercicio regular podia aumentar la
concentracion de BDNF en sangre de pacientes con depresion, asi como
comprobar si este efecto se veia alterado por las caracteristicas de los pa-
cientes, como la edad y el sexo, o caracteristicas de la intervencion como
la intensidad o duracién del ejercicio. La intensidad del tratamiento con
ejercicio debia ser 250% de la maxima absorcion de oxigeno y el trastorno
depresivo mayor se diagnostico utilizando los criterios DSM-1V. Los resul-
tados del meta-analisis mostraron que en los 6 estudios incluidos las con-
centraciones de BDNF no eran significativamente mayores (ni en suero ni
en plasma) después de la intervencion con ejercicio cronica (p=0,09) (53).

INTERVENCIONES CON EJERCICIO PUNTUAL Y REGULAR

Con respecto a los estudios que evallen la intervencién con ejercicio
puntual y regular, solo se ha encontrado la revision de Kurebayashi & Ota-
ki (2018), que analiza si el ejercicio fisico aumenta los niveles de BDNF en
pacientes con trastorno depresivo mayor, para establecer o descartar este
efecto como posible mecanismo por el cual el ejercicio mejora los sinto-
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mas del trastorno depresivo mayor. Esta revision incluye 5 estudios con
un total de 199 pacientes con depresion con sintomas severos y donde la
intervencion consistia en ejercicio aerdbico. Los resultados del meta-ana-
lisis mostraron que no habia un efecto significativo del ejercicio fisico ae-
robico en los niveles de BDNF (Z=0,32, p=0,75). De estos resultados se
podria concluir que como el ejercicio es beneficioso para los pacientes
con trastorno depresivo mayor, este debe ejercer dicho efecto a través de
un mecanismo diferente al que involucra a la proteina BDNF (71).
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DiscusiON

En este trabajo, se ha llevado a cabo una revision sistematica de la
literatura cientifica del papel del BDNF (niveles de proteina o variabi-
lidad genética) en la posible relacion del ejercicio fisico con la preva-
lencia de depresion o la mejora de sintomas depresivos.

e ESTUDIOS QUE ANALIZAN EL POLIMORFISMO VALG6MET DEL GEN BDNF

En relacion con el polimorfismo Val66Met se han seleccionado 5 es-
tudios, los cuales incluyen en su mayoria a personas de edad avanzada.

La literatura cientifica muestra evidencias acerca de la asociacion
del alelo Met del polimorfismo Val66Met del gen BDNF con un mayor
riesgo de padecer depresion, aunque los resultados no son concluyen-
tes (72).

En cuanto al papel del polimorfismo Val66Met del gen BDNF en
la relacion entre ejercicio fisico y depresion, existen resultados con-
tradictorios ya que de los 5 articulos, 3 asocian a los portadores del
alelo Met con una mayor proporcion de respuesta al tratamiento (61,
63, 64), un estudio lo asocia con el alelo Val (62), y otro concluye que
el genotipo no modera el efecto de la actividad fisica en los sintomas
depresivos (60).

Los cinco estudios mencionados resultan dificilmente compa-
rables por diversos motivos: el disefio del experimento, ya que el de
Dotson y colaboradores (2016) es un estudio longitudinal, siendo el
resto transversal; la seleccion y el tamaro de la muestra, dado que dos
de los articulos seleccionan adultos de mediana edad, pero en Pitts y
colaboradores (2020) la muestra consiste en militares veteranos, Dot-
son y colaboradores restringen sus criterios de inclusion a adultos de
edad avanzada y Haslacher y colaboradores (2015) dividio6 sus grupos
entre atletas y controles en mayores de 60 anos. Asimismo, los estu-
dios también difieren en las escalas de depresion utilizadas y en la
intervencion con actividad fisica, de manera que tanto Gujral y cola-
boradores (2014) como Pitts y colaboradores (2020) evaltan el ejer-
cicio de manera autoadministrada, Dotson y colaboradores (2016) y
Rahman y colaboradores (2017) realizan una intervencion con ejer-
cicio regular y Haslacher y colaboradores estudia a un grupo de
atletas (60-64).
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Es interesante mencionar que el equipo de Rahman y colabora-
dores (2017) tiene en cuenta un parametro que no evaltan el resto de
los articulos: la adversidad en la infancia, de modo que demostraron
que esta juega un papel importante en la respuesta al tratamiento
con ejercicio fisico (63).

En resumen, solo hay 5 articulos que estudien el papel del poli-
morfismo Val66Met del gen BDNF en la relacion con el ejercicio fisico
y la depresion y la utilizacion de muestras de tamano insuficiente, las
medidas del ejercicio de forma diferente en cada estudio y la impo-
sibilidad de generalizar los resultados a toda la poblacion al utilizar
muestras pertenecientes a grupos diferentes respecto al ejercicio y/o
a la edad, no permiten obtener conclusiones definitivas.

e ESTUDIOS QUE ANALIZAN LOS NIVELES DE LA PROTEINA BDNF
INTERVENCION CON EJERCICIO PUNTUAL

Se han encontrado 2 articulos que realizan una intervencion con
ejercicio agudo para evaluar la relaciéon de los niveles de BDNF con la
depresion y la actividad fisica.

Los dos estudios, de Laske y colaboradores (2010) y Kallies y co-
laboradores (2019), comparten la forma de medir el ejercicio para el
experimento, ademas de que ambos utilizan una muestra de tamafo
semejante. Sin embargo, la muestra del primer estudio esta formada
exclusivamente por mujeres de edad avanzada, por lo que no es com-
parable con una muestra de hombres y mujeres de mediana edad,
como es la del segundo articulo. Los resultados de ambos estudios su-
gieren que se produce un cambio significativo en los niveles del BDNF
antes y después de la actividad fisica en el grupo de los pacientes con
depresion, aunque el articulo de Kallies y colaboradores, mas reciente,
solo obtiene esa conclusion cuando se ajustan los resultados con los
cambios en el numero de plaquetas y el volumen de plasma (46, 65).

INTERVENCION CON EJERCICIO REGULAR

Se han encontrado 9 articulos que llevan a cabo una intervencion
con ejercicio crénico para evaluar la relacion de los niveles de BDNF
con la depresion y el ejercicio fisico.
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Al igual que en el apartado sobre la asociacion del gen BDNF, en
este caso los estudios también son dificilmente comparables debi-
do a diferencias en la metodologia utilizada, tales como: las escalas
para evaluar los sintomas depresivos; la fraccién de sangre analizada,
donde la mayoria de los estudios evaluaban los niveles de BDNF en
suero y solo tres en plasma (53, 59, 67); o las caracteristicas de la in-
tervencion con actividad fisica como la intensidad o la duracion de
la misma. Asimismo, uno de los elementos metodoldgicos mas des-
tacables es el tamaiio y las caracteristicas de la muestra, dado que
en la mayoria de los estudios eran demasiado pequeiias para obtener
concusiones claras. Sin embargo, la de Pereira y colaboradores (2013),
que tiene un tamarno muestral aceptable, esta formada exclusivamen-
te por mujeres de edad avanzada por lo que no es representativo de
la poblacién general. También hay que destacar que algunos estudios
no incluian controles (59, 66) y la mayoria no evaluaban la diferencia
entre pacientes con y sin tratamiento con antidepresivos, algo a te-
ner en consideracion ya que la medicacion puede alterar y normalizar
la respuesta de los niveles de BDNF al ejercicio (40, 66), tal y como
demostraron Meyer y colaboradores (2016) en su estudio en el que
los participantes con medicacion obtenian menores niveles de BDNF
post-ejercicio (58).

Los equipos de Toups y colaboradores (2011) y Ross y colabora-
dores (2019) analizaron la influencia de la intensidad de la actividad
fisica en el cambio en los niveles de BDNF en suero y los sintomas
depresivos. Ambos estudios poseen caracteristicas diferentes, ya que
el primero tiene una muestra mayor y con tratamiento con antidepre-
sivos ISRS aunque sin controles, mientras que el segundo tiene con-
troles y un tamano muestral mas pequeno. Esto da lugar a resultados
contradictorios, ya que Ross y colaboradores (2019) aseguran que la
intensidad afecta a los cambios en los niveles de BDNF y en el estudio
de Toups et al (2011) se describen hallazgos opuestos (40, 66).

Pereira y colaboradores (2013) y Salehi y colaboradores (2016)
son los Unicos estudios que determinan los cambios de los niveles de
BDNF en el plasma y, a pesar de las diferencias respecto al tamario,
sexo, edad y medicacion de la muestra, en ambos estudios obtienen
resultados que confirman la asociacion entre el ejercicio y la mejora
de los sintomas depresivos, tanto con la intervencion de ejercicios de
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fuerza muscular como con la combinacion de ejercicio fisico con tera-
pia electroconvulsiva, respectivamente (59, 67). Debido a los excelen-
tes resultados de remision y de reduccion de los sintomas depresivos
de esta Ultima intervencion, se podria sugerir la combinacion de di-
ferentes métodos como una buena solucién para tratar la depresion.

El estudio de Krogh y colaboradores (2014) no obtiene cambios
significativos en los niveles de BDNF pre y post ejercicio, lo cual po-
dria deberse a que los participantes no estaban siendo tratados con
antidepresivos y a que la participacion en las sesiones fue bastante
baja (68). No obstante, en el equipo de Meyer y colaboradores, cuyo
estudio se llevd a cabo mas adelante, si encontraron cambios en los
niveles de BDNF con el ejercicio, pero independientemente de la in-
tensidad (58), lo cual entra en discordancia con lo que describian Ross
y colaboradores (2019). Esta contradiccion puede ser debida a que en
el estudio de Meyer y colaboradores (2016) se empled una muestra
pequefia compuesta solo por mujeres, que puede conducir a resulta-
dos erréneos, ya que los valores de BDNF en sangre varian a lo largo
del ciclo menstrual (74) y a que en las mujeres el aumento de BDNF
periférico inducido por el ejercicio es menor que en los hombres (75).

Los estudios de Schuch y colaboradores (2014) y de Kerling y co-
laboradores (2017) evaltian solo a pacientes con depresion, para com-
probar la existencia de una asociacion entre un grupo control con su
tratamiento habitual, y pacientes que le afiaden actividad fisica a di-
cho tratamiento. Las diferencias presentes entre los resultados de am-
bos estudios pueden ser atribuida, entre otros factores, a diferencias
en el disefio de los estudios, como el porcentaje de mujeres y hombres
participantes y la duracion de las intervenciones, que se prolongaban
durante 3 y 6 semanas, respectivamente. A pesar de estas diferencias,
en ninguno de los dos encontraron diferencias entre los niveles de
BDNF sérico pre- y post- intervencion. (69, 70).

Finalmente, los resultados del meta-analisis de Dinoff y colabora-
dores (2018) no apuntan hacia una variacion en los niveles de BDNF
en plasma y suero tras la intervencion con ejercicio. Dado que solo 6
articulos fueron incluidos en el meta-analisis, siendo estos heterogé-
neos en parametros como la distribucion del sexo en la muestra o la
duracioén de la intervencion, queda patente la necesidad de profundi-
zar en el estudio de esta interaccion (53).
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INTERVENCION CON EJERCICIO PUNTUAL Y REGULAR

Kurebayashi & Otaki (2018) llevaron a cabo una revision en la que
evaluaron la intervencion con ejercicio agudo y crénico. Sus resulta-
dos mostraron que no existia relacion entre los niveles de BDNF, la de-
presion y el ejercicio fisico. Sin embargo, solo se incluyeron 5 estudios
debido a la falta de estudios en este ambito, por lo que estos resulta-
dos hay que tomarlos con cautela (71).

En resumen, existen resultados discrepantes respecto a la exis-
tencia de una relacion entre los niveles de BDNF, la depresion vy el
ejercicio fisico, posiblemente a causa de la heterogeneidad de los ca-
sos de depresion, a los factores que alteran la respuesta a tratamien-
tos farmacolodgicos o a psicoterapias (76)about to half of patients do
not respond to exercise. The identification of factors that modera-
tes the antidepressant effects of exercise in people with MDD may
help researchers and health professionals to identify sub-groups of
patients that would benefit more from exercise.\nMETHODS: A sys-
tematic review was carried out using Medline(PubMed, a las dife-
rencias entre las condiciones de la actividad fisica de los estudios, y
a los métodos por los cuales se evalua el BDNF. Con ello se pone de
manifiesto la necesidad de desarrollar investigaciones con una me-
todologia mas homogénea en cuanto a la muestra, los instrumentos
clinimétricos, las variables a estudiar, intervenciones, etc. con el fin
de facilitar la comparacion de los resultados entre estudios y la re-
plicacién de estos.
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Efecto del maltrato en la infancia sobre la depresion
y la obesidad en la adultez: Resultados del estudio PISMA-Ep
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RESUMEN

La depresion y la obesidad son dos de los problemas de salud mas
extendidos en nuestra sociedad. Son enfermedades muy prevalentes
y constituyen factores de riesgo para otras enfermedades, por lo que
representan un importante problema de salud en todo el mundo. Va-
rios estudios han puesto de manifiesto una asociacién entre estas dos
enfermedades, asi como interacciones entre ellas por separado y con
el maltrato infantil. El objetivo de este estudio es investigar la relacion
y las asociaciones entre estas tres variables. Se han utilizado los datos
de un estudio epidemioldgico transversal, PISMA-ep, representativo
de la poblacién general de Andalucia. Se utilizaron analisis de regre-
sion logistica para probar la asociacion entre: i) depresion y obesidad,
ii) depresion y maltrato infantil, iii) obesidad y maltrato infantil y iv)
maltrato infantil, depresion y obesidad, utilizando R (version 4.0.3) y
el software RStudio 1.3.959. Los resultados mostraron una asociacion
significativa entre la depresion y la obesidad, asi como entre la depre-
sion y el maltrato infantil. Sin embargo, no encontramos asociaciones
entre la obesidad y ningun tipo de maltrato. Ademas, encontramos
una interaccion significativa entre el maltrato psicolégico en la in-
fancia, la obesidad y la depresion. Asi como, una interaccion entre
el maltrato fisico infantil, la obesidad y la depresion. Estos resultados
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apoyan la idea de reforzar los diagndsticos tempranos para optimizar
las intervenciones preventivas y de tratamiento

INTRODUCCION
e DEPRESION Y OBESIDAD

La depresion es el trastorno mental mas frecuente en el mundo,
segun la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) afecta a mas de
300 millones de personas, mas del 4% de la poblacion mundial, y es
la principal causa mundial de discapacidad (1). Es una enfermedad
debilitante con un curso progresivo y recurrente que se caracteriza
por sintamos centrales tales como tristeza, pérdida de interés o de la
capacidad de sentir placer por las cosas, sentimientos de culpa o falta
de autoestima, y que suelen ir acompafados de trastornos del suefio
o del apetito, sensacion de cansancio y falta de concentracion (1).

Se trata de un trastorno complejo, en cuya etiologia estan implica-
dos factores bioldgicos (genéticos), psicologicos y ambientales. La pre-
valencia de depresion a nivel mundial esta en continuo aumento; sélo
entre 2005 y 2015 ha aumentado mas de un 18% (1, 2). Segun el estudio
ESEMeD (European Study of the Epidemiology of Mental Disorders),
en Espana es inferior a la de otros paises europeos, con una prevalencia
vida del episodio depresivo de un 10,6% y una prevalencia afio del 4%;
sin embargo, presenta una edad de inicio mas temprana que en otros
paises y mayores tasas de comorbilidad y cronicidad (3, 4).

No obstante, y a pesar de que existen tratamientos eficaces, mas del
50% de las personas con depresion no reciben tratamiento (1). Esto de-
beria suponer un problema de interés general ya que, ademas de afectar
al propio individuo que la padece, la depresion tiene un gran impacto
sobre el funcionamiento tanto social como ocupacional, asi como en la
salud fisica y en la mortalidad (5). Se trata de una enfermedad con un
gran impacto socioecondémico en la salud publica. El coste de la depre-
sion en la Union Europea se estimo en 92.000 millones de euros en 2010,
siendo la mayoria de los costes indirectos (6).

Por otro lado, la obesidad comin también ha alcanzado propor-
ciones epidémicas a nivel mundial, causando cada afo un minimo
de 2,8 millones de muertes. La prevalencia de la obesidad se ha casi
triplicado entre 1975 y 2016, en este tltimo afio habia mas de 1.900
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millones de adultos con sobrepeso (39% de la poblacién mundial)
y mas de 650 millones de personas obesas en el mundo (13%
de la poblacién mundial) (7).

La obesidad y el sobrepeso se definen por la OMS como una acu-
mulacion anormal o excesiva de grasa, que puede ser perjudicial para
la salud y se mide empleando el valor del indice de Masa Corporal
(IMC). En adultos, un IMC > 25 kg/m? indica sobrepeso y un IMC > 30
kg/m?, obesidad (7).

La obesidad es una enfermedad compleja y multifactorial basada
en la interaccion entre factores genéticos, ambientales y psicosocia-
les(8). Los estudios de familia y de gemelos estiman la heredabilidad
del IMC entre el 30% y el 40% (9). Ademas, el ambiente juega un papel
muy importante en el desarrollo de esta enfermedad, y puede aumen-
tar la tasa de obesidad en paises occidentales mediante la promocion
de un consumo excesivo de alimentos y la falta de actividad fisica, lo
que se ha denominado ambiente obesogénico (10).

Se trata de un grave problema de salud publica, dificil de preve-
nir y de tratar y tiene un gran impacto socioeconémico. Usualmente
causa, ademas de estigmatizacion, problemas que derivan en disca-
pacidad, en muchos casos inhabilitante, deterioro del estado de sa-
lud y disminucion de la calidad de vida. Por tanto, la depresion como
la obesidad son problemas de salud ampliamente extendidos y con
grandes implicaciones en la salud publica. Son enfermedades alta-
mente prevalentes y constituyen factores de riesgo para otras enfer-
medades fisicas cronicas como la diabetes, la hipertension o enferme-
dades cardiovasculares (11, 12) . Del mismo modo, un estudio llevado
a cabo por la OMS con mas de 245.000 participantes de 60 paises de
todo el mundo mostré que entre el 9,3% y el 23% de los individuos
que padecian una o mas enfermedades fisicas cronicas, tenian tam-
bién depresion (12).

Existen evidencias consistentes que relacionan la depresion y la
obesidad. En los ultimos afos, distintos estudios han puesto de ma-
nifiesto que los individuos con depresién son mas propensos a tener
sobrepeso u obesidad (11, 13, 14). Milaneschi y colaboradores han
realizado recientemente una extensa revision con el objetivo de estu-
diar las vias biologicas que pueden explicar mecanicamente el vincu-
lo depresion-obesidad. En ella estudiaron seis meta-analisis (15-20)
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que incluian hasta 26 estudios transversales y todos confirmaron una
asociacion positiva entre ambas enfermedades. Ademas, cuatro me-
ta-analisis longitudinales (21-24) confirmaron la existencia de una re-
lacion bidireccional entre ambas enfermedades: la obesidad aumenta
longitudinalmente el riesgo de desarrollar depresion, y viceversa, la
depresion aumenta el riesgo de padecer obesidad a largo plazo (25).
Concretamente, Luppino y colaboradores llevaron a cabo un estudio
longitudinal en el que observaron que las personas obesas tenian un
55% mas de probabilidad de desarrollar depresion a lo largo del tiem-
po, y que las personas deprimidas tenian un 58% mas de probabilidad
de convertirse en obesos mientras estan deprimidos (21).

Larazdn por la cual estas dos enfermedades coexisten aun no esta
del todo clara, y se han propuesto varios mecanismos que incluyen
tanto factores bioldgicos como psicoldgicos y de comportamiento,
algunos de los cuales aparecen reflejados en la Figura 1.

En primer lugar, son varias las vias biolégicas que pueden expli-
car el vinculo entre la obesidad y la depresion. Una de ellas son los
sistemas de ajuste homeostatico, como el eje leptina/insulina o el eje
hipotalamico-pituitario-adrenal (HPA). La obesidad se ha encontrado
asociada con la desregulacion del eje HPA (26) y éste ha sido implica-
do a su vez en la etiologia de la depresion a través de su regulacion de
la respuesta al estrés (27). Por otra parte, ambos trastornos implican
mecanismos fisiopatologicos compartidos, como los procesos infla-
matorios. Dicha asociacion también podria estar mediada por regu-
ladores neuroendocrinos, el metabolismo energético y circuitos cere-
brales que integran respuestas reguladoras y estados de animo (25).
Ademas, ambos trastornos pueden compartir variantes genéticas de
riesgo (28-30).

Por otro lado, entre los factores psicologicos y de comportamien-
to cabe destacar la baja autoestima, la insatisfaccion corporal, el estig-
ma social o los patrones alimentarios (31-33). Se ha observado que
las personas que sufren elevados niveles de estrés reducen su activi-
dad fisica y suelen llevar un estilo de vida sedentario y poco saluda-
ble (21). Dicho estrés esta también relacionado con el consumo de
alimentos mas energéticos, altos en carbohidratos, y esto conduce a
cambios hormonales y metabdlicos tales como la resistencia a la insu-
lina, dislipemia e hipertension (34).
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Fig 1. Esquema resumen de los factores influyentes en el desarrollo de la depresion
y la obesidad. Pérez-Gutiérrez AM. (2020). Modificada de: “Depression and obesity:
evidence of shared biological mechanisms” (Milaneschi et al,, 2018)

e MALTRATO INFANTIL

El maltrato infantil es definido por la OMS como los abusos y la
desatencion que sufren los menores de 18 anos, e incluye todos los
tipos de maltrato, tanto fisico como psicologico, abuso sexual, desa-
tencion, negligencia y explotacion comercial o de otro tipo que pue-
dan dafar la salud, el desarrollo o la dignidad del menor, o poner en
peligro su supervivencia (35).

El estudio del maltrato infantil es complejo, las estimaciones varian
mucho dependiendo del pais y la forma de investigarlo: definicion de
maltrato, cobertura y calidad, informadores, tipo estudiado, etc. Se es-
tima que una cuarta parte de los adultos manifiestan haber padecido
maltrato fisico en su infancia, y 1 de cada 5 mujeres y 1 de cada 13 hom-
bres declara haber sufrido abusos sexuales cuando eran nifios (36).

Una de las relaciones mas frecuentemente evaluadas es la que exis-
te entre el maltrato (abuso) infantil y el abuso interpersonal de adultos,
entendido como la experimentacion de abuso fisico real o amenazado,
abuso sexual, abuso verbal y/o amenazas después de los 18 afos. Mu-
chas de estas vias y formas de abuso estan también interrelacionadas,
asi pues, la exposicion a una forma de abuso en la infancia aumenta el
riesgo de ésta y otras formas de abuso en la edad adulta (37).
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e MALTRATO INFANTIL Y DEPRESION

Los datos epidemioldgicos sugieren que experiencias adversas en
la infancia, incluidas distintas formas de abuso, juegan un papel im-
portante en la etiologia y el desarrollo de trastornos mentales en la
edad adulta (38). De hecho, hay estudios que ponen de manifiesto
que adversidades en la infancia, incluidos el abuso fisico y sexual y la
pérdida interpersonal, predicen la incidencia de hasta el 32% de los
trastornos psiquiatricos en adultos (39, 40).

Existen asociaciones solidas entre las adversidades durante la in-
fancia y la depresion (40, 41). Los adultos con traumas infantiles pre-
sentan una mayor prevalencia vida de depresion en comparacion con
los individuos que no han sufrido traumas durante la infancia (42).
Asimismo, también se ha visto que el abuso fisico o sexual temprano
duplica el riesgo de padecer depresion (43)obesity (BMI > 30.

Ademas, también se ha encontrado que el abuso infantil conduce
a una mayor probabilidad de experimentar el abuso interpersonal de
adultos, lo cual establece el vinculo: abuso infantil —abuso interperso-
nal adulto— sintomas depresivos. De este modo, algunos estudios han
mostrado que la relacion entre el abuso infantil y la sintomatologia
depresiva puede explicarse parcialmente por la presencia de abuso
interpersonal en adultos (44).

e MALTRATO INFANTIL Y OBESIDAD

Se ha demostrado que existe una relacion entre el maltrato in-
fantil (abuso fisico real o amenazado, abuso sexual, abuso emocio-
nal, negligencia emocional y/o fisica) y los factores psicosociales que
predisponen a padecer obesidad. Concretamente, el abuso sexual y
fisico temprano duplica el riesgo de desarrollar obesidad (43)obesity
(BMI > 30y otras formas diferentes de abuso, tales como el emocional
o verbal, son también predictores significativos de obesidad, incluso
tras el cese del abuso (45).

Algunos estudios han tratado de explicar la relacion entre el
maltrato infantil y la obesidad. Asi, la investigacion experimental en
modelos animales mostré que las regiones cerebrales que regulan el
balance de energia contintan desarrollandose hasta la vida postnatal
temprana en respuesta a estimulos ambientales y sefales endocrinas
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(46—48). Del mismo modo, el desarrollo de la regulacion del equilibrio
energético en el ser humano puede verse significativamente influen-
ciado por factores ambientales que comienzan en el periodo prenatal
y contintian durante la infancia (49, 50).

Otra posible explicacion para la relacion entre el abuso sexual en la
infancia y la obesidad fue dada por los autores Gustafson y Sarwer, es-
tableciendo como vinculo probable los atracones y la obesidad como
funcion adaptativa tras haber sufrido abuso sexual infantil. De este
modo, el exceso de peso supondria un mecanismo de autoproteccion
frente al agresor, especialmente en mujeres. Ademas, mostraron que
la insatisfaccion con su propio cuerpo desmotivaba a las mujeres abu-
sadas y dificultaba la pérdida de peso y, por tanto, el tratamiento de
la obesidad. También plantearon la interesante hipotesis de que las
mujeres abusadas podrian pretender alejarse del peso que presenta-
ban en el momento del abuso, estableciendo asi una “barrera de peso”
que las protegiera de algiin modo de nuevos intereses romanticos o
sexuales no deseados (8).

Por otra parte, las burlas relacionadas con el peso también juegan
un papel en esta asociacion, puesto que se pueden considerar como
una forma de abuso verbal o emocional, y los nifios obesos tienen
entre 6 y 9 veces mas probabilidades que aquellos iguales con un peso
saludable de sufrir acoso por compaiieros o familiares (51).

Aunque el abuso infantil y el abuso interpersonal adulto general-
mente se presentan por separado en la literatura, podrian ser parte de
un fendmeno mayor en el que las personas obesas de cualquier edad
son mas propensas a sufrir diferentes formas de abuso (44).

e MALTRATO INFANTIL, OBESIDAD Y DEPRESION

Como hemos tratado anteriormente, existe un respaldo teorico y
empirico que relaciona la obesidad y la salud mental. En su revision de
la literatura precedente, Stunkard y colaboradores destacaron la necesi-
dad de estudiar los moderadores de dicho vinculo y propusieron las ex-
periencias adversas en la infancia como un posible factor influyente (33).
También Katon sugirié que la adversidad infantil, incluido el abuso sexual
infantil, es un factor de riesgo en la interaccion entre los trastornos del
estado de animo o la ansiedad y la enfermedad médica cronica (53).
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El abuso sexual infantil es una forma de maltrato y su estudio es
particularmente interesante debido a su prevalencia entre las muje-
res, y a la asociacion documentada entre este tipo de maltrato y sus
consecuencias en cuanto a la salud fisica y mental de quienes lo pa-
decen (8). La investigacion existente sugiere que los supervivientes de
abusos sexuales infantiles pueden estar en mayor riesgo de co-ocu-
rrencia de obesidad y mala salud mental (56). Existen razones para
creer que el abuso sexual infantil puede aumentar la probabilidad de
comorbilidad con otras enfermedades al agravar el riesgo de que cada
condicion afecte a la otra. Una de las razones para explicar esta rela-
cion podria ser que tanto el abuso sexual infantil como la obesidad
son caracteristicas estigmatizadas, y presentar multiples identidades
estigmatizadas puede tener un efecto sinérgicamente negativo sobre
el bienestar. Asi, las mujeres que han experimentado abuso sexual in-
fantil tienen un concepto negativo de si mismas (57Algunos inves-
tigadores sugieren que las burlas o intimidaciones relacionadas con
el peso en la nifiez o la adolescencia pueden aumentar las tasas de
abuso emocional dentro de esta poblacion (61, 62)onset of obesity,
current eating disorder psychopathology, body dissatisfaction, and
psychological functioning in women with Binge Eating Disorder (BED.
Ademas, también encontramos precedentes que indican que el abuso
infantil, el abuso interpersonal de adulto y las burlas y consecuente
estigmatizacion debida al peso, se asocian con resultados adversos de
salud mental en la edad adulta (63, 64).

Por otra parte, un reciente estudio ha puesto de manifiesto que
los sintomas depresivos en adolescentes y el IMC eran mediadores
significativos entre el abuso infantil sexual y fisico y la obesidad, lo
cual sugiere que las caracteristicas de los adolescentes median en la
via causal entre el maltrato y la obesidad en la edad adulta (65).

Todos estos estudios ponen de manifiesto que el maltrato infantil
constituye una experiencia adversa y esta relacionado con una serie
de dificultades psicoldgicas y resultados de salud fisica que incluyen
obesidad y depresion (8, 54, 55). Dada la importancia y prevalencia
de estos problemas de salud en nuestra sociedad actual, el objetivo
de nuestro trabajo es estudiar la relacion que existe entre el maltrato
infantil, la depresion y la obesidad en una amplia muestra representa-
tiva de la poblacion general andaluza.
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OBJETIVO GENERAL

Estudiar, la posible relacion existente entre las experiencias de
maltrato sufridas en la infancia (fisico, psicologico y abuso sexual) y
la obesidad y la depresion en la adultez en una gran cohorte repre-
sentativa de la poblacion general andaluza procedente del estudio
PISMA-Ep.

e OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Analizar la posible relacién entre la depresion y el IMC

2. ldentificar la posible asociacion entre la depresion en la adul-
tez y el maltrato vivido en la infancia y explorar si existe una relacion
entre el IMC y la adversidad infantil

3. Describir la posible relacion entre la depresion y el IMC en
adultos y las experiencias de maltrato en la infancia.

MATERIAL Y METODOS
e DISENO DEL ESTUDIO Y MUESTRA

La muestra de este trabajo incluye individuos procedentes del
proyecto PISMA-ep (66), un estudio epidemioldgico desarrollado so-
bre una amplia cohorte de 4.507 participantes representativa de toda
la poblacién andaluza. El estudio PISMA-ep fue una iniciativa del plan
integral de salud mental para Andalucia (PISMA) y su principal ob-
jetivo era establecer la prevalencia de enfermedad mental en la po-
blacién general andaluza e identificar factores de riesgo asociados a
patologia psiquiatrica para fines de planificacion de la atencion de la
salud (67).

El método de muestreo incluyd una estratificacion de la region
por provincias y la clasificacion de la poblacién en zonas rurales, in-
termedias o urbanas. Los individuos reclutados fueron personas con
edades entre 18 y 75 afios de ambos sexos (66).

Los criterios de exclusion fueron: estar fuera del rango de edad, haber
vivido en Andalucia menos de un afo, tener dificultades para comuni-
carse en espafol de manera fluida, estar demasiado enfermo como para
poder realizar la entrevista completa, tener diagndstico de demencia o
retraso mental, vivir en una institucion (hospital, prision, etc.), haberse
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mudado o no vivir actualmente en la direccion proporcionada por la
base de datos de usuarios del SAS, y tener datos erréneos en dicha base
de datos. Los participantes que se excluyeron fueron sustituidos por
otros de igual sexo y similar edad y localizacion (66). En cuanto a los mé-
todos de evaluacion, de cada participante se obtuvo informacion sobre
medidas clinicas y psicolégicas mediante instrumentos clinimétricos va-
lidados, sociodemograficas, antropométricas, condiciones médicas, esti-
lo de vida y otras variables ambientales, tales como eventos estresantes
de la vida y maltrato infantil. El 78% de los participantes aceptaron vo-
luntariamente participar en el estudio genético, dieron su consentimien-
to informado y proporcionaron una muestra biolégica de saliva (66).

Este estudio fue autorizado tanto por la Comisién de Etica en In-
vestigacion de la Universidad de Granada (UGR), como por el Comité
de Etica de Investigacion del Hospital Universitario Cinico San Cecilio,
de Granada, el 24 de abril de 2019.

e MEDIDAS CLINICAS

Se utilizé la Mini-International Neuropsychiatric Interview (MINI)
(68) para determinar el diagnostico de depresion mayor. La MINI es
una entrevista breve y estructurada, que puede ser llevada a cabo en
centros de salud o en las casas de los participantes y realizada por
psicologos completamente preparados para ello mediante formacion
previa. En la practica clinica se siguen unos criterios estandarizados
para el diagnostico de los distintos trastornos mentales en general,
y de la depresion en particular. Se utilizan el DSM-IV (Diagnostic and
Statistical Manual of Mental Disorders, APA, 2002) (69) y la CIE-10
(Clasificacion Internacional de Enfermedades de la OMS, décima edi-
cion) (70) que son sistemas de clasificacion basados en criterios con-
sensuados y en revision permanente por parte de la Sociedad Ameri-
cana de Psiquiatria y la OMS, respectivamente.

Para medir la obesidad, se emplearon los datos de peso y altura
obtenidos durante la entrevista y con ellos se calcul6 el indice de masa
corporal (IMC), definido como el peso en kilogramos dividido entre la
altura en metros al cuadrado (kg/m?).

Por otra parte, la informacion acerca del maltrato se evalué em-
pleando el instrumento validado Childhood Trauma Questionnaire, que
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explora tres tipos de maltrato: fisico, psicologico y abuso sexual. Dicho
cuestionario esta constituido por items a valorar entre 1y 5, dependien-
do del grado en que los participantes estan de acuerdo con la afirma-
cion, siendo 1 completamente en desacuerdo y 5, completamente de
acuerdo (71). Se definieron tres grupos diferenciando tres tipos de mal-
trato: un grupo de maltrato psicoldgico, exclusivo para participantes
maltratados emocionalmente, sin otros tipos de abusos; un grupo de
maltrato fisico, que incluia a aquellos con antecedentes de malos tratos
fisicos infantiles con maltrato emocional o no, pero nunca con abuso
sexual; y un grupo de abuso sexual, cuyos participantes también podian
haber padecido maltrato emocional o fisico (66)

ANALISIS ESTADISTICOS

En primer lugar, se realiz6 un analisis descriptivo de la muestra
para el estado depresivo, sexo, edad, IMC, tipos de maltrato, estado
civil, nivel de estudios y situacion laboral.

En segundo lugar, para los analisis bivariantes entre el grupo de
casos con depresion y controles, se llevaron a cabo pruebas Chi? de
Pearson para comparar la distribucion de sexos, la situacion laboral,
el estado civil y el nivel educativo. También se realizaron T-tests para
analizar las posibles diferencias en la edad y el IMC.

Por ultimo, se llevaron a cabo analisis de regresion logistica para
establecer las asociaciones entre: i) depresion y obesidad, ii) depresion
y cualquier tipo de maltrato infantil, iii) obesidad y cualquier tipo de
maltrato infantil iv) interaccion entre maltrato infantil, obesidad y de-
presion. Se empled el lenguaje de programacion R (version 4.0.3) y el
software RStudio 1.3.959 para la realizacion de los analisis estadisticos.

ResuLTADOS
e DESCRIPCION SOCIODEMOGRAFICA DE LA MUESTRA

La muestra estaba compuesta por 3536 individuos, de los cuales
220 (6,22%) padecian depresion y 3316 (93,78%) eran controles sin nin-
gun tipo de trastorno mental. Entre los casos de depresion, habia 64
hombres (3,56%) y 156 mujeres (8,98%); mientras que, en los controles,
1734 individuos eran hombres (96,44%) y 1582, mujeres (91,02%).
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Se encontraron diferencias estadisticamente significativas en la
distribucion de sexos entre ambos grupos, con un mayor nimero de
mujeres en el grupo de casos que en el de controles (%2 = 43,51, p <
0,0001).

El perfil sociodemografico y clinico de la muestra aparece en la
Tabla 1.

Tabla 1. Perfil sociodemogrdfico de la muestra del estudio PISMA-ep.

Controles

N % N %
Depresion mayor 220 6,22| 3316| 93,78
il (15'32305 43,22 (15,20)
IMC 28,00 (5,81) 26,07 (4,35)
Sexo Hombre 64 1,81 1734| 49,04
Mujer 156 4,41| 1582 | 44,74
Soltero 41 1,16 853 | 24,12
Casado 121 3,42| 2118 59,90
Estado Civil Separado 18 0,51 122 3,45
Divorciado 17 0,48 100 2,83
Viudo 23 0,65 123 3,48
Analfabeto 6 0,17 33 0,93
Sabe leer

y escribir 48 1,39 393] 11,11

pero no tie-

ne estudios
Nivel Primaria 94 2,66| 1302 36,82
S UENE [secundaria | 52 147| 985| 27,86
Diplomado 13 0,37 326 9,22
Licenciado 5 0,14 259 7,32
Doctorado 1 0,03 17 0,48
Otros 0 0,00 1 0,03
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e . 1,53| 1519| 42,96
Auténomo
Paro/ Bus-
candoem- 71 2,01 842 | 23,81
pleo
S e | Jubilado 27 0,76 399 | 11,28
trabajo Incapacita- 9 0,25 45 127
do
e 50 1,41 302| 854
familiar
Estudiante 9 0,25 208 5,88
Otros 0 0,00 1 0,03
Cualquier Nunca 202 481| 3114 88,07
tipo Al menos a
sl mAlEE | veces 50 1,41 170 5,71
Maltrato Nunca 195 4, 3180| 89,93
fisico Al menos a
infantil veces 25 0,71 136 3,85
Maltrato Nunca 155 486| 3161| 89,39
1055 (o) (736088 A] menos a
infantil veces 48 1,36 172 4,38
Nunca 209 591| 3302| 93,38
Abuso sexu- Al
al infantil Mmenos a 11 0,31 14| 0,40
veces

e ASOCIACION ENTRE DEPRESION Y OBESIDAD

Se encontrd una asociacion estadisticamente significativa entre el
IMCy la depresion (OR =2,30; IC = 1,70 — 3,09; p = 4,15x10®) de modo
que los valores de IMC de los individuos con depresion eran significa-
tivamente mas altos en comparacion con los valores del IMC de los
controles (casos: IMC = 28,00 (DE = 5,81); controles IMC = 26,07 (DE
= 4,35)). Estratificando los analisis en funcion del sexo, observamos
una asociacion positiva significativa s6lo en mujeres (OR = 3,27; IC =
2,29 - 4,63; p = 3,54x10™").
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e ASOCIACION ENTRE MALTRATO INFANTIL Y DEPRESION

Cuando analizamos el maltrato infantil incluyendo los tres tipos
de maltrato (fisico, psicoldgico o abuso sexual), encontramos una
asociacion estadisticamente significativa entre cualquier tipo de mal-
trato padecido durante la infancia y la depresion (OR = 4,53; IC = 3,18
- 6,37; p = 1,09x10"7). Desglosando las tres variantes en las que dividi-
mos el maltrato en la etapa infantil se obtuvieron también resultados
estadisticamente significativos para la asociacion entre cada uno de
los tipos de maltrato y la depresion (maltrato fisico: OR = 3,00; IC =
1,87 - 4,63; p = 1,77x10°; maltrato psicolégico: OR =5,69; IC = 3,95 —
8,09; p = 1,85x10" y abuso sexual: OR =12,40; IC = 5,44 — 27,60; p =
7,47x107°). Al estratificar los resultados por sexo, estas asociaciones
significativas se mantuvieron.

e ASOCIACION ENTRE MALTRATO INFANTIL Y OBESIDAD

En nuestra muestra no obtuvimos una asociacion estadistica-
mente significativa entre cualquier tipo maltrato en la infancia y la
obesidad (y*= 1,17; p = 0,28). Del mismo modo, al estudiar por sepa-
rado la asociacion entre las distintas formas de maltrato y la obesidad,
tampoco se obtuvo ninguna asociacion estadisticamente significativa
(maltrato fisico: * = 2,27; p = 0,13; maltrato psicoldgico: ¥*= 1,12, p =
0,29 y abuso sexual: y*= 0,55 p = 1).

e INTERACCION ENTRE MALTRATO INFANTIL, DEPRESION Y OBESIDAD

No se encontrd interaccion estadisticamente significativa entre
cualquier tipo de maltrato (fisico, psicologico o abuso sexual) padeci-
do durante la infancia y la obesidad y la depresion en la adultez (p >
0,05). Sin embargo, al analizar por separado los tres tipos de maltrato,
obtuvimos una interaccion significativa tanto entre el maltrato fisico
en la infancia y la obesidad y la depresion en la adultez (OR = 3,14;
IC = 1,03 - 9,71; p = 0,043); como entre el maltrato psicoldgico en
la infancia y la obesidad y la depresion en la adultez (OR = 2,75; IC =
1,10 - 7,10; p = 0,033). De modo que aquellos individuos que habian
sufrido alguna de estas experiencias de maltrato en la infancia y te-
nian obesidad en la adultez, tenian mas riesgo de padecer depresion
que los que no habian sufrido estas experiencias. En ambos casos, tras
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estratificar los andlisis en funcion del sexo, los resultados fueron simi-
lares (ver Figura 2).

A Maltrato Fisico B Maltrato Psicologico

MNunca (Al menos) alguna vez Nunca (Al mengs) alguna vez

100%- 100%-

75%- 75%-

T S5 g Y - Y 5
Po Ao FPo I
5 & 5y & X

Controles Depresivos

Fig 2. Interaccion de las experiencias de maltrato en la infancia (A) fisico y B)
psicoldgico) con depresion y obesidad en la adultez

DiscUsION

En este trabajo hemos estudiado la relacion que existe entre el
maltrato infantil, la obesidad y la depresion en una gran cohorte re-
presentativa de la poblacion general andaluza.

Se encontraron diferencias estadisticamente significativas en el
IMC entre los casos con depresion y los controles, siendo este mayor
en los individuos que padecian depresion. Estos resultados coinciden
con los obtenidos en estudios previos (11, 13, 14). Esta asociacion
entre el IMC y la depresion se mantuvo significativa en mujeres tras
ajustar por sexo los analisis, tal y como revelaron de Wit, L. y colabo-
radores en su meta-analisis de 2009. En él se observo, en los analisis
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por subgrupos, una tendencia que indicaba una diferencia significati-
va entre hombres y mujeres, ddndose una asociacion significativa s6lo
en mujeres (15). Otros autores, sin embargo, como Luppino y cola-
boradores, obtuvieron una asociacion significativa tanto en hombres
como en mujeres en su metaanalisis (21).

En relacion con el maltrato en la infancia, en nuestra muestra
encontramos una asociacion estadisticamente significativa entre
cualquier tipo de maltrato y la presencia de depresion en la adultez,
manteniéndose dicha asociacion al analizar cada uno de los tipos de
maltrato por separado. Nuestros resultados concuerdan con los ob-
tenidos por Nanni y colaboradores en un estudio cuyo objetivo era
demostrar la asociacion entre el maltrato infantil y un curso longi-
tudinal desfavorable del trastorno depresivo o, en otros términos, su
recurrencia o persistencia. Con este fin realizaron un meta-analisis de
16 estudios epidemioldgicos, con un total de 23.544 participantes y
los resultados mostraron que las personas maltratadas en la infancia
tenian el doble de probabilidades de desarrollar episodios depresi-
vos recurrentes y persistentes que las que no habian sido maltrata-
das. Ademas, este estudio revel6 que las personas deprimidas con un
historial de maltrato infantil se beneficiaban menos del tratamiento
para la depresion que aquellas deprimidas y no maltratadas (72). Los
resultados obtenidos son, asimismo, consistentes con otros estudios
(40-43).

Por el contrario, y a diferencia de otros autores (8, 43, 45)obesity
(BMI > 30 en el caso de la asociacion entre el maltrato infantil y la
obesidad no obtuvimos una asociacion estadisticamente significati-
va Esto podria deberse a la falta de poder estadistico en el analisis
derivado del pequefio numero de casos en la muestra de estudio, lo
cual podria no permitir detectar la asociacion establecida en estudios
mayores o meta-analisis como el de los autores Danese y Tan. Estos
autores llevaron a cabo en 2014 una extensa revision y un meta-ana-
lisis con el objetivo de examinar de forma exhaustiva si un factor de
estrés prevalente, grave y con frecuencia crénico, como es el maltrato
infantil se asociaba con el riesgo de padecer obesidad. Esta revision
incluia 41 estudios, con un total de 190.285 participantes y demostra-
ron que, efectivamente, en comparacion con aquellos individuos sin
antecedentes de maltrato infantil, los que si habian sufrido maltrato
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eran mas propensos a ser obesos. Sus resultados mostraron que el
maltrato infantil predecia el desarrollo de obesidad y que, por tan-
to, las experiencias psicosociales estresantes en la infancia podrian
conceptualizarse como factores de riesgo potencialmente modifi-
cables para la obesidad. Ademas, también desvelaron que, al igual
que los factores estresantes nutricionales en la vida temprana (49,
50), el maltrato infantil puede asociarse con un fenotipo “ahorra-
tivo” caracterizado por un mayor consumo y almacenamiento de
energia y/o un menor gasto energético (73).

Por otro lado, nuestros resultados muestran una interaccion entre
el maltrato fisico en la infancia, la obesidad y la depresion, y de mane-
ra analoga con el maltrato psicologico. Estos hallazgos concuerdan con
los de otros autores con estudios previos en la materia, tales como los
de Rohde y colaboradores, los de Grilo y colaboradores, o los de Sacks
y colaboradores. Los primeros examinaron la asociacion del abuso in-
fantil con la depresion y la obesidad, y si dichas asociaciones se mante-
nian significativas para distintos factores demograficos de edad y raza/
etnia. Emplearon para sus estudios una encuesta poblacional en la que
participaron 4.641 mujeres, con una edad promedio de 52 afios. Como
resultado obtuvieron que el abuso infantil doblaba las posibilidades de
padecer ambas enfermedades, sin diferir significativamente la magni-
tud de la asociacion en funcion del tipo de abuso, sexual o fisico. En
cuanto a las razas/etnias, solo obtuvieron valores significativos para la
asociacion entre el abuso fisico infantil y la depresion en blancos no his-
panos y grupos de islas asiaticas del Pacifico (43)obesity (BMI > 30. Los
segundos concluyeron, en un estudio de candidatos a cirugia bariatrica,
que los individuos que habian sufrido abuso emocional infantil, abuso
fisico y abandono emocional tenian una mayor predisposicion de pa-
decer depresion en la edad adulta (62). Y se cree que la estigmatizacion
podria constituir un factor unificador de la relacion entre el abuso en
individuos obesos de nifios y adultos, asi como un precursor de la sinto-
matologia depresiva (44). Por tltimo, Sacks y colaboradores encontra-
ron una asociacion entre la depresion y las trayectorias de IMC desde
la adolescencia hasta la edad adulta, si bien la depresion s6lo mediaba
asociaciones con el maltrato fisico en las nifas. Este estudio sugiere que
el tratamiento de la depresion en la nifiez o la adolescencia puede ali-
viar una pequena parte de los efectos de este tipo de maltrato infantil,
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experimentado por un 12% de las nifias del estudio, sobre el desarrollo
de la obesidad (74). En cuanto a la relacion entre el abuso sexual infantil
y la obesidad, en nuestro estudio, no encontramos una asociacion sig-
nificativa, hallandonos ante un resultado diferente al de los trabajos de
otros autores, como el estudio de Ramirez y Milan en mujeres con bajos
ingresos (56).

En definitiva, los resultados obtenidos tienen ciertas implicacio-
nes importantes en cuestiones de salud publica. Por un lado, el mal-
trato infantil puede considerarse un factor de riesgo para el desarrollo
de otras enfermedades a lo largo de la vida. Con el fin de comprender
los mecanismos que originan esta cadena de riesgos, la investigacion
futura deberia explorar las consecuencias, tanto bioldgicas como cog-
nitivas, del maltrato infantil, antes de que éste dé lugar al desarrollo
de otros trastornos. Por otra parte, también parece interesante carac-
terizar la interaccion, entre los genes y el ambiente, que subyace a los
efectos del maltrato infantil frente a la depresion y la obesidad. Ac-
tualmente, el maltrato infantil puede conceptualizarse como un fac-
tor de riesgo ambiental para un curso pobre en enfermedades como
la depresion y la obesidad, asi como moderador del resultado de su
tratamiento (75). Ademas, estudios futuros deberian examinar la na-
turaleza prospectiva de las asociaciones entre los factores modera-
dores sobre los que se ha hipotetizado en este trabajo: insatisfaccion
corporal, atracones, estilo de vida sedentario, violencia infringida por
la pareja, abuso interpersonal adulto, burlas sobre el peso, estigmati-
zacion, etc.

Por otro lado, el abordaje del historial de maltrato infantil de pa-
cientes con obesidad y depresion es fundamental para potenciar el
éxito de los tratamientos de estas enfermedades y disminuir el riesgo
de recaida, pues el maltrato, como hemos visto, puede estar involu-
crado en otras conductas de riesgo para la salud de quienes lo han
padecido. Este andlisis del historial de maltrato infantil siempre debe-
ra ser evaluado de manera solidaria y sin prejuicios, enfatizando en la
importancia de comprender la relaciéon entre el maltrato, los trastor-
nos mentales y las conductas alimentarias. En caso de que el paciente
no pueda soportar este analisis, o presente conductas perjudiciales en
consecuencia, se recomienda hacer referencia a un terapeuta de salud
mental con experiencia en abuso infantil.
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Finalmente, las intervenciones dirigidas a reducir el maltrato in-
fantil podrian ayudar a prevenir la comorbilidad de éste con otras
enfermedades como la depresion y la obesidad, asi como a reducir
el coste econdmico y la carga de salud publica que estos trastornos
conllevan tanto para el individuo como para la sociedad. Por tanto,
del mismo modo que las intervenciones educativas infantiles tienen
mayor rendimiento que las que se realizan en edades posteriores, la
prevencion y las intervenciones terapéuticas tempranas pueden ser
mas efectivas y rentables para prevenir un curso longitudinal desfavo-
rable de la depresion y la obesidad.

LIMITACIONES

Los resultados obtenidos en nuestro estudio han de ser evalua-
dos en el contexto de algunas potenciales limitaciones. Una de ellas
es el tamano de la muestra de casos con depresion, el cual es relati-
vamente pequeio. Otro factor que constituye una limitacién es que
las medidas de altura y peso empleadas para calcular el IMC fueron
autoinformadas, es decir, no se midieron directamente la altura y
el peso de los participantes del estudio, sino que eran ellos mismos
quienes aportaban dichos datos. Finalmente, los datos de los que dis-
poniamos no nos permitieron realizar estudios adicionales para, por
ejemplo, identificar otros potenciales cofactores. Dada la naturaleza
positiva de los hallazgos, las investigaciones futuras deberian analizar
estas asociaciones empleando medidas mas ampliadas y exhaustivas.

CONCLUSION

Los resultados de este estudio coinciden con los de investigacio-
nes anteriores y proporcionan una evidencia adicional a la asociacion
entre depresion y obesidad, y maltrato infantil (abuso fisico, psicolo-
gico y sexual) en una muestra representativa de la poblacion gene-
ral andaluza. Ademas, obtuvimos una interaccion entre el maltrato
infantil fisico y psicologico, la obesidad y la depresion. Este hallazgo
sugiere que haber sufrido maltrato fisico o psicolégico en la infancia
modifica el efecto de la obesidad en la depresion. Estos datos pueden
ser importantes para conocer los factores de riesgo asociados al de-
sarrollo de estas dos enfermedades y nos impulsaran a promover la
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deteccion precoz de situaciones adversas en la infancia con el fin de
optimizar el tratamiento e incluso prevenir estas enfermedades tan
prevalentes en nuestra sociedad.
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Capitulo 11

Aprendizaje gustativo mediado por representaciones
mentales como modelo animal traslacional
en anorexia nerviosa: un estudio piloto

VALERO, M., GALLO, M., GARCIA-BURGOS, D.

RESUMEN

La anorexia nerviosa es un trastorno caracterizado por un alto ni-
vel de restriccion dietética, especialmente de alimentos ricos en azu-
cares y grasas. En el desarrollo y mantenimiento de patrones alimenta-
rios restrictivos, las cogniciones disfuncionales parecen jugar un papel
importante. Sin embargo, hasta la fecha, ningin modelo animal ha
abordado experimentalmente cdmo nuestros pensamientos promue-
ven disminuciones en la apetencia por la comida. En este sentido, el
presente trabajo explord los cambios en aceptacion y preferencia por
soluciones azucaradas motivados por representaciones mentales des-
agradables en ratas (N=8). Para ello, se utiliz6 az(icar en un paradigma
de condicionamiento de segundo orden. En el grupo experimental
se emparejé una solucidon azucarada con una caja experimental que
previamente habia sido asociada a las consecuencias aversivas de la
rotacion corporal. En el grupo control se matuvo la relacion entre la
solucion azucarada y las cajas experimentales, pero sin la experiencia
previa de rotacion. Los resultados mostraron menor preferencia por
azucar en el grupo experimental. Aunque las pruebas no arrojaron
resultados significativos, el tamano del efecto fue grande (X2= 0.5)
indicando que la falta de significacion estadistica pudo deberse al re-
ducido tamaino muestral de este estudio piloto. Estos datos permiten
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proponer un papel modulador de las cogniciones desagradables en
la expresion de preferencias gustativas por substancia dulces, aunque
esta hipotesis esta pendiente de verificar con muestras mas numero-
sas. Finalmente, el potencial valor traslacional de este procedimiento
para futuros modelos animales de anorexia nerviosa es discutido.

Palabras clave: Anorexia nerviosa; Condicionamiento de segun-
do orden; Modelo traslacional; Preferencia por aztcar; Representacio-
nes mentales.

INTRODUCCION

En el ambito de los trastornos alimentarios, la anorexia nervio-
sa (AN) es un trastorno con una alta morbilidad y mortalidad. Esta
caracterizado por restriccion dietética (especialmente de alimentos
ricos en azUcares y grasas), pérdida de peso corporal y miedo intenso
a ganar peso, asi como alteraciones sobre la percepcién que los pa-
cientes tienen sobre su propio peso o constitucion [1]. Se trata de un
trastorno fuertemente influido por sesgos cognitivos, entre los que
destacan las creencias irracionales y poco saludables relacionadas con
la comida, la dieta y el peso corporal [2]. Son trastornos mas comunes
en la adolescencia y la edad adulta joven; con una prevalencia (y ran-
go) a lo largo de la vida de 1,4% (0,1-3,6%) para las mujeres y del 0,2%
(0-0,3%) para los hombres [3, 4]. Desafortunadamente, a pesar de las
multiples caracterizaciones de la AN y la abundancia de modelos te6-
ricos para entender su desarrollo y mantenimiento, s6lo una minoria
ha progresado para fundamentar intervenciones clinicas validadas
[5]. Todo ello, pone de relieve la necesidad de acelerar y potenciar
nuevos marcos de investigacion, con la capacidad de generar cambios
significativos en la calidad de vida de estos pacientes.

La psicopatologia experimental traslacional proporciona uno de
estos marcos asi como nuevas hojas de ruta para la investigacion en
AN [6, 7]. La idea central es inducir experimentalmente condiciones
en sujetos sin patologia previa disefiadas para investigar la etiologia y
caracteristicas de los trastornos del comportamiento. De este modo,
aquellos procesos que potencialmente pueden tener un papel causal
son reproducidos directamente (en formas leves por motivos éticos
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pero prototipicas) en contextos de laboratorio altamente controla-
dos y estandarizados [8]; y sus efectos analizados en términos psico-
bioldgicos. A partir de estos modelos de investigacion basica, los ha-
llazgos obtenidos en animales son entonces verificados y validados en
seres humanos, a través de estudios preclinicos con muestras sanas
y analogas. Finalmente, en el otro extremo del continuo traslacional,
encontramos la investigacion aplicada en pacientes, incluyendo los
ensayos clinicos controlados aleatorios para evaluar la eficacia y efec-
tividad clinica de terapias conductuales y farmacoldgicas derivadas
de los hallazgos de laboratorio.

En AN, el desarrollo de un tnico modelo animal apropiado parece
ser algo dificil dada la complejidad de su etiologia. En ratas, el mas
comunmente utilizado es el modelo basado en la actividad en el que,
por lo general, los animales tienen acceso reducido (sélo horas al dia)
a los alimentos y un acceso continuo a una rueda. Como consecuen-
cia, los roedores presentan una pérdida rapida de peso en cuestion
de dias (cerca del 25% de su peso inicial), con hiperactividad fisica,
hipotermia, alteracion del ciclo estral y aumentos en la actividad del
eje hipotalamo-hipofisis-adrenal. De los modelos animales biologicos,
uno que es de particular interés es el modelo genético anx/anx, carac-
terizado por reduccion en la ingesta de alimentos y muerte prematura
de 3 a 5 semanas después del nacimiento, con alteraciones en los sis-
temas locomotor y de recompensa (para mas detalles sobre modelos
animales de AN, ver [9-11]). Los datos derivados de estos modelos
han contribuido a una mejor comprension de los mecanismos de
hambre y saciedad, los patrones de actividad fisica excesiva y el papel
de hormonas, neuropéptidos y neurotransmisores durante un estado
de bajo peso. Sin embargo, hasta la fecha, no existe ningiin modelo
animal que conecte los mecanismos cognitivos y la restriccion pato-
l6gica de alimentos que deriva en malnutricion severa y desnutricion.

Los paradigmas de aprendizaje mediado por representaciones
mentales, tradicionalmente utilizados en investigacion animal, ofrecen
una oportunidad innovadora para el estudio de estos mecanismos cog-
nitivos. El término aprendizaje mediado hace referencia a situaciones en
las que dos estimulos que nunca se han experimentado conjuntamente
adquieren una relacion a través de la mediacién de un tercer estimu-
lo. De forma breve, en un experimento de condicionamiento tipico de
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aprendizaje de relaciones entre estimulos, se emparejan dos eventos,
independientemente del comportamiento del sujeto. El experimen-
tador selecciona un estimulo incondicionado (El, que tiene relevancia
bioldgica para el animal y provoca una respuesta innata medible) y otro
estimulo inicialmente neutro que va a ser condicionado (EC). Como re-
sultado de los emparejamientos EC-EI, el EC llega a adquirir la respuesta
condicionada (CR). Por el contrario, en el caso de aprendizajes media-
dos (ver Tabla 1) se evidencia que un EC2 adquiere la RC no a través de
su emparejamiento directo con el El, sino de forma indirecta a través de
su emparejamiento con otro EC1. Este es el caso del condicionamien-
to de segundo orden, donde los sujetos experimentan dos situaciones
diferentes: a modo de ejemplo, primero un tono (EC1) se empareja
con una descarga eléctrica (El), y luego una luz (EC2) se empareja con
ese tono. Como resultado, la luz adquiere la capacidad de generar una
RC de miedo, aunque nunca se haya presentado conjuntamente con
la descarga eléctrica. Para explicar la adquisicion de esta respuesta de
miedo, se asume que los emparejamientos EC1-El y EC2-EC1 condu-
cen a la formacion de dos asociaciones en la memoria, de modo que la
presentacion de la luz activa la representacion mental del tono; y a su
vez esta representacion activada del tono activa la representacion de la
descarga eléctrica generando por tanto la respuesta de miedo.

Centrados en la ingesta de comida, existen demostraciones em-
piricas de la eficacia de estos paradigmas para reducir preferencias
y generar aversiones gustativas en ratas [p. ej., 12, 13]. Asi, se ha ob-
servado la adquisicion de reacciones aversivas a un sabor (actuando
como EC2) por medio de su asociacion con otras claves (p.ej., olores,
contextos fisicos; actuando como EC1) previamente emparejadas con
inyecciones de cloruro de litio (LiCl) que producen malestar gastrico
(actuando como El). A pesar de la utilizacion de comida, estos trabajos
en aprendizaje animal mediado nunca han tenido como un objetivo
explicito el estudio de la conducta alimentaria. Mas bien, han estado
enfocados a esclarecer cuestiones basicas en Psicologia; especifica-
mente, sobre las caracteristicas y funciones de las representaciones de
eventos en procesos de aprendizaje. Por tanto, su aplicacion potencial
como modelo traslacional animal para el estudio de los procesos cog-
nitivos disfuncionales que median cambios en los patrones alimenta-
rios continia completamente inexplorado hasta el momento.
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Paradigma experimental Fase 1 Fase 2 Prueba

Condicionamiento de segundo orden [ EC. =EI EC,=EC, [¢EC?
Aversion mediada EC,=EC, |EC,=EIl |¢EC?

Precondicionamiento sensorial EC,=EC, |EC,=El |¢EC?

Nétese que el estimulo evaluado en la prueba (EC,) nunca se presenta directamente con el
estimulo incondicionado (El; que bioldgicamente produce una respuesta), sino por medio
de otro estimulo condicionado (EC ) que si ha sido empareja directamente con el El.

En el marco de los trastornos alimentarios, una de las ventajas de
la aplicacion de paradigmas de aprendizaje mediado es que pueden
recrear el impacto perjudicial de cogniciones disfuncionales en la in-
gesta de alimentos. Por ejemplo, pueden explicar como los pacientes
aprenden respuestas de ansiedad, asco y evitacion ante el sabor dulce
de una comida novedosa (EC)) sin que exista una experiencia direc-
ta con eventos desagradables, sino a partir de la activacion de otras
representaciones en la memoria que anticipan los alimentos dulces
como son las calorias (EC)), las cuales a su vez si estan vinculadas a
consecuencias desagradables como engordar (El). Asi, el presente ex-
perimento piloto tuvo como objetivo investigar si un paradigma de
aprendizaje mediado, como el condicionamiento de segundo orden,
es capaz de reducir la ingesta y la eleccion de soluciones azucaradas
usando cinetosis por rotacion corporal como El y claves contextuales
como EC . Aunque tradicionalmente se ha utilizado el LiCl como El
en aprendizajes mediados [p.ej., 12, 13], la eleccion de la rotacion cor-
poral tuvo como finalidad hacer comparables datos experimentales
obtenidos de ratas y seres humanos; evitando los problemas éticos del
uso de sustancias eméticas en estos ultimos. Por otro lado, se eligio
que una clave contextual como la caja experimental actuara como EC,
para la activacion del malestar en un intento de simular el papel de
las claves contextuales caldricas a la hora de desencadenar el malestar
descrito en pacientes. En cuanto a predicciones, si el procedimiento
de condicionamiento de segundo orden es capaz de activar la cadena
de asociaciones entre representaciones mentales del tipo sabor dulce
contexto fisico malestar por cinetosis (es decir, EC XEC XEI), enton-
ces deberia observarse una disminucion en consumo y seleccion del
sabor dulce durante las pruebas de aceptacion y preferencia frente al
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grupo control que ha recibido emparejamientos entre el sabor dulce
y la caja experimental sin rotacién corporal.

MATERIALES Y METODOS
e SUJETOS Y SOLUCIONES

Ocho ratas Wistar macho de al menos 90 dias de edad al inicio del
experimento fueron alojadas en jaulas individuales y mantenidas con
un horario de 12 horas de luz / 12 horas de oscuridad. Las ratas tu-
vieron acceso continuado a comida (Universal diet, SAFE® Complete
Care Competence; France) durante todo el experimento. En cuanto al
agua, sdlo tuvieron 60 minutos de acceso diario: 30 minutos tras la se-
sion experimental y de nuevo 30 minutos 5 horas después. Antes del
inicio del experimento, los animales se dividieron en dos grupos equi-
parados en peso corporal y consumo de agua promedio. Las sesiones
experimentales se llevaron a cabo durante el ciclo de luz aproximada-
mente a las 09:30 am. Aparte de agua, los animales tuvieron exposi-
cion a soluciones de sacarosa con una concentracion de 10% (peso/
volumen), administradas en tubos de plastico de 50 ml con un tapén
de goma provisto de una boquilla de acero inoxidable. Se prepararon
soluciones frescas diariamente con agua del grifo y se administraron a
temperatura ambiente. El consumo se estimo pesando los tubos an-
tes y después de la presentacion de las soluciones.

e PROCEDIMIENTO

Después de un periodo de acomodacion al acceso restringido al
agua de cinco dias (dias 1-5), se realizo la fase de condicionamiento de
primer orden durante cuatro dias (dias 6-9). Para ello, la mitad de los
animales asignados a la condicion experimental recibieron 30 minu-
tos de rotacion corporal a una velocidad de rotacién de 70-90 r.p.m.
en las cajas experimentales (camara de plexiglas; ver Figura 1) con el
fin de establecer una relacion entre estas cajas y la cinetosis (EC XEI).
Al mismo tiempo, los animales control realizaron una rotacion simu-
lada. Para ello, fueron situados también en cajas experimentales pero
sobre un plato adyacente no giratorio, de modo que estos animales
pudieran experimentar el mismo ruido y vibraciones del sistema de
rotacion pero no la rotacion en si. Después de los 30 minutos, todos
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los animales fueron devueltos a sus cajas hogar. En los dias siguientes,
tuvo lugar el condicionamiento de segundo orden (dias 10-14), en los
cuales ambos grupos recibieron diariamente 20 ml de la solucion de
sacarosa en las cajas experimentales (ECX EC ) sobre la plataforma
de rotacion pero sin movimiento durante 30 minutos. Finalmente, se
realizé una prueba de aceptacion de una sola botella (dia 15) y una
prueba de preferencia de dos botellas (dia 16), en ambos casos con
15 minutos de acceso a 20 ml de la solucion de sacarosa (y 20 ml de
agua en el caso de la prueba de preferencia). Las pruebas se realizaron
en una sala y en una caja diferente a las utilizadas durante los ensa-
yos de condicionamiento para eliminar posibles efectos del contexto.
Durante la prueba de preferencia, la posicion (es decir, izquierda y de-
recha) de la solucién de sacarosa se contrabalance6 dentro de cada
grupo. La evaluacion de la efectividad de la rotacion corporal para eli-
citar cinetosis se realizo a través de respuestas defectivas [14]. Todos
los procedimientos experimentales fueron aprobados por el comité
de ética de la Universidad de Granada (ref. n° 3000-CEEA-OH-2018) y
la Junta de Andalucia (ref. n° 02/07/2019/108).

|ROTATING APPARATUS [*

HAFT R
\

Figura 1. Aparato de rotacion. A) Panel de control. B) Vista de las cajas experimentales. Las
cajas de la izquierda descansan sobre la plataforma que rota impulsada por un motor,
mientras que las cajas de la derecha constituye la condicién de rotacién simulada, en la
cual los animales no reciben rotacion pero si se exponen a los mismos ruidos y vibraciones.

e ANALISIS DE DATOS

Para la comparacion de la respuesta de defecacion, consumo (gra-
mos) y tasa de preferencia (calculada como: consumo de sacarosa /
[consumo de sacarosa + consumo de agua]) entre grupos se realizd
un analisis de varianza (ANOVA) mixto asi como las pruebas no pa-
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ramétricas de la U de Mann-Whitney con dos factores, siendo Grupo
la variable intersujeto y Dia como la variable intrasujeto. Para la com-
paracion de los grupos en los resultados en las pruebas de aceptacion
y preferencia, se anadio un analisis de varianza ANCOVA incluyendo
consumo de sacarosa total durante el condicionamiento de segundo
orden como covariable. Para todos los analisis se adopt6 un nivel de
significacion de p <.05. Se considerd eta cuadrada (12) para el tamafio
de efecto, interpretando 0.01 como poco efecto, en torno a 0.06 como
efecto medio y superior a 0.14 como un efecto grande

RESULTADOS

e EFECTIVIDAD DE LA ROTACION CORPORAL DURANTE EL CONDICIO-
NAMIENTO DE PRIMER ORDEN

Se encontrd una interaccion marginalmente significativa de Gru-
po x Dia en las respuestas de defecacion (F(7,28)=2.17, p=.06, n2
=.35). Durante la fase de condicionamiento de primer orden, el grupo
experimental mostré un mayor nimero de bolos fecales que el grupo
control durante los dias 6, 7 y 8 (ps<.05) (véase Figura 2).

—f— Experimental
6 --~- Control

Numero de bolos fecales
S

Dia6 Dia7 Dia8 Dia9 [Dial0 Diall Dial2 Dia1l3

Con rotacion corporal Sin rotacion corporal
{Condicionamiento ler orden) (Condicionamiento 22 orden)

Figura 2. Respuesta de defecacion durante el procedimiento de condicionamiento de pri-
mer y segundo orden, con rotacion y sin rotacion corporal respectivamente, en el grupo
experimental (rotacion real) y el control (rotacion simulada) durante los dias 6-9.
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o CONSUMO DE SACAROSA DURANTE EL CONDICIONAMIENTO DE SE-
GUNDO ORDEN

En la Figura 3 se muestra el consumo durante los cuatro dias de
condicionamiento. Sélo encontramos dos efectos significativos, el
efecto principal de Dia (F(3,18)=12.67, p<.001, 2 =.35) y de Grupo
(F(1,6)=16.94, p<0.5, N2 =.98). En este sentido, el grupo control mos-
tré un mayor consumo de sacarosa, asi como se observo un aumento
de consumo entre el primer y el cuarto dia (ps<0.5).

20
Lees, .n"D
g 15 et
E . =
m O
5 10
1S
5
wv
§ 5
Q == Experimental
«ss e+ Control
0
Linea base Dia 10 Dia 11 Dia 12 Dia 13
(agua)

Figura 3. Consumo de agua (linea base) y de sacarosa durante el procedimiento de condi-
cionamiento de segundo orden (dias 10, 11, 12 y 13) de los grupos experimental y control.

e CONDICIONAMIENTO MEDIADO A LA SACAROSA

En cuanto al test de aceptacion de una sola botella, se observé un
mayor consumo de sacarosa en el grupo control durante esta prueba
(ver Figura 4). No obstante, esta tendencia no alcanzé la significacion
estadistica a pesar de mostrar un tamano del efecto grande (U = 1.0,
p =.127; M2 = .48). En cuanto al test de preferencia con dos botellas,
encontramos diferencias significativas entre los dos grupos (U = .001,
p =.05), siendo mayor la preferencia del grupo control por la solucion
de sacarosa. En ambos, el indice de preferencia estuvo significativa-
mente por encima del valor 0.5, lo que muestra una preferencia en
ambos grupos por la sacarosa (ps <.001) (ver Figura 5). Dado el mayor
consumo de sacarosa en el grupo control durante el condicionamien-
to de segundo orden, se realizé un nuevo analisis con el consumo total
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durante esta fase previa como covariable para controlar el efecto que
este factor pudiera tener en las pruebas de aceptacion y preferencia.
Los resultados, no mostraron resultaron significativos ni en acepta-
cion (F(1,6)=0.44; p=.55; 2 =.13) ni preferencia (F(1,6)=3.05; p=,17;
12 =.50).

22

20

18

Consumo (gramos)
—

16

14
Experimental Control

Figura 4. Consumo de sacarosa durante la prueba de aceptacion con una sola botella

0,95 T

0,9

Tasa de preferencia

0,85

0,8
Experimental Control

Figura 5. Eleccion de sacarosa frente a agua durante la prueba
de preferencia con dos botellas
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DiscusION

El presente trabajo tuvo como objetivo examinar si un procedi-
miento de condicionamiento de segundo orden era capaz de reducir
la aceptacion y preferencia por soluciones azucaradas a través de la
activacion representaciones mentales en ratas, a través de la cadena
asociativa: sabor dulce —contexto fisico- malestar por cinetosis. Los
datos de las pruebas mostraron una tendencia hacia una preferencia
menor por el azucar en el grupo experimental. Aunque las diferen-
cias entre grupos no alcanzaron la significacion estadistica cuando
se controlé por consumo total previo, si se observo un tamaro del
efecto grande (>.13). Esto sugiere, por un lado, la relevancia potencial
que pueden tener las representaciones mentales en la reduccion de
la preferencia por la sacarosa. Por otro, sefiala el probable obstaculo
que supuso el tamano tan reducido de la muestra para alcanzar dicha
significacion. Con estos datos (2 =.50; alpha = .05, potencia = .80),
trabajos futuros con una muestra total de sélo de 14 sujetos (n=7/
grupo; calculos proporcionados por G*Power) deberia ser suficientes
para mostrar reducciones significativas usando aprendizajes gustati-
vos mediados. Si este resulta ser el caso, el procedimiento de condi-
cionamiento de segundo orden se mostraria eficaz y suficiente para
reducir la apetencia por sacarosa en ratas a pesar de que nunca tu-
vieron experiencia directa entre el sabor dulce y la rotacion corporal.

Estos resultados preliminares son de especial interés teniendo en
cuenta las observaciones clinicas que informan de restricciones alimen-
tarias y aversiones al sabor en AN desencadenadas sélo por el conoci-
miento o la imaginacién de imagenes desagradables sobre la comida sin
la presencia de malestar fisico. De hecho, se ha informado que incluso la
respuesta sensorial de estos pacientes a sustancias que combinan sabo-
res dulces y grasos puede verse modificada por las actitudes y creencias
negativas con respecto al valor nutricional de los alimentos, en parti-
cular los ricos en azucares y grasas [15]. Por otro lado, se ha sefalado
que las aversiones cognitivas parecen ser mas frecuentes y mas fuertes
en AN que en individuos sanos [16], con una mayor generalizacion a
otros alimentos y mas resistentes a la extincion que las aversiones fisicas
[17]. También se ha argumentado que las cogniciones disfuncionales
sobre el cuerpo y el peso (por ejemplo, “este alimento aumenta el peso
corporal”) pueden inducir malestar en las pacientes mientras comen, al
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tiempo que estas emociones negativas se trasfieren a la palatabilidad de
los alimentos, empeorando el sabor de los alimentos ricos en calorias y
resultando en una reduccion de la ingesta [18].

En cuanto a su validez como modelo potencial de AN, los datos
parecen simular cambios comportamentales propios de etapas tem-
pranas tales como las fases de riesgo o prodromicas; donde los indivi-
duos empiezan a reducir sus preferencias hacia alimentos altamente
caloricos. Se espera que trabajos futuros usando estos paradigmas de
aprendizaje mediado den mayor credibilidad al hecho de que el com-
portamiento alimentario pueda estar bajo el control de sefales inter-
nas de tipo cognitivo. A pesar de ciertas similitudes fenomenoldgicas
y sintomas iniciales de este trastorno con habitos alimentarios inusua-
les, otras caracteristicas centrales de la AN tales como la evitacion
patoldgica y el miedo patoldgico a engordar no son modelados por
nuestro procedimiento. En cuanto a la evitacion, cabe la posibilidad
(no explorada en este trabajo piloto) de que varios ciclos de condicio-
namiento de segundo orden puedan seguir reduciendo la preferencia
por el azticar hasta el punto de exhibir una aversion al sabor dulce (es
decir, una tasa de preferencia por debajo de 0.5). Asimismo, queda
por determinar si disminuciones en preferencia mediadas por repre-
sentaciones mentales son comparables entre machos y hembras. En
este sentido, cabe esperar diferencias por sexo en la medida que: 1) la
prevalencia de comportamientos alimentarios disfuncionales y tras-
tornos de la conducta alimentaria es mayor en mujeres que en hom-
bres; y 2) existe evidencia convincente de vulnerabilidad diferencial
entre sexos en el marco del aprendizaje asociativo. Por ejemplo, los
estudios en animales sugieren que las hembras tienden a adquirir y
retener las asociaciones de manera mas eficaz y a extinguirlas mas len-
tamente que los machos en tareas de sobresalto potenciado por mie-
do y de condicionamiento instrumental, como la prueba de evitacion
activa; aunque no parece ser el caso del condicionamiento contextual
del miedo o el condicionamiento aversivo gustativo directo [19]. Res-
pecto a respuestas de miedo extremo, resulta factible que, a medida
que se exhibe la sintomatologia anoréxica, vayan apareciendo, coexis-
tiendo y consolidando otros aprendizajes alimentarios; por ejemplo,
aprendizaje basado en el miedo que eliciten respuestas de evitacion
fobica de comidas caloricas visualmente distintivas.
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En el caso de la validez predictiva (referida a similitudes entre el
comportamiento del modelo y pacientes ante tratamientos que se
han demostrado eficaces), desconocemos al dia de hoy si las interven-
ciones establecidas en AN tales como las técnicas de exposicion en
vivo a alimentos prohibidos con prevencion de respuesta [20] obten-
dran un efecto similar en nuestro modelo. Todavia mas interesante es
la pregunta sobre las similitudes en la eficacia de la técnica de expo-
sicion encubierta en pacientes y animales. La exposicion encubierta
se lleva a cabo mediante eventos imaginados que sustituyen de una
manera potencialmente controlable a eventos del mundo real que
podrian resultar traumaticos o dafiinos de otras maneras. Desgracia-
damente, no hay ningun trabajo publicado de exposicién encubierta
en AN actualmente. Y esto a pesar de la evidencia en investigacion
animal que indica que la exposicion repetida no reforzada de la repre-
sentacion de un sabor activado por su asociacion a otro estimulo pa-
rece ser suficiente para producir una extincion de respuestas aversivas
gustativas. Por ejemplo, Holland y Forbes [21] emparejaron un tono
con un sabor, antes de establecer una aversion a ese sabor a través de
ensayos sabor-LiCl. Entonces, el tono fue presentado repetidamente
en ausencia de otros estimulos, lo que provoco un alivio de la supre-
sion del consumo de dicho sabor.

Respecto a la validez diagndstica, no se ha probado hasta el mo-
mento en qué medida el modelo simula comportamientos propios
de pacientes y distintos de los individuos sanos. En este sentido, seria
importante determinar si cambios en preferencia por alimentos dul-
ces/grasos (alimentos prohibidos en AN) en nuestro modelo pueden
deberse a pérdida del valor hedonico (i.e., palatabilidad del dulzor);
como ocurre en pacientes con AN restrictiva y al contrario de lo que
sucede en poblaciones no clinicas que hacen dieta donde los alimen-
tos siguen siendo atractivos y deseados. En este sentido, estudios de
neuroimagen han mostrado que la administracion predecible de es-
timulos dulces se asocia con una activacion reducida en las regiones
cerebrales de recompensa ligada al sabor en individuos con AN (p.
ej., insula, estriado ventral y dorsal) [22]. Usando la actividad elec-
tromiografica facial, también se ha observado una disminucién del
placer medido por la disminucion de la actividad de los musculos ci-
gomaticos a las sefales alimentarias en el subtipo restrictivo AN en
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comparacion con los controles sanos [23]. Ademas, la activacion del
musculo elevador del labio (un indice confiable que parece ser exclu-
sivo de la emocion del disgusto) se ha informado durante una tarea
de aprendizaje de reversion basada en alimentos utilizando estimulos
neutrales e imagenes de dulces de chocolate AN restrictiva, en com-
paracion a mujeres jovenes sanas [24]. No obstante, mas investigacion
conductual y neurobioldgica sobre el impacto de las representaciones
de eventos activadas asociativamente en la pérdida de valor hedéni-
co de los alimentos seria necesaria para dotar al modelo de mayor
validez diagnostica. Mas aun, si representaciones internas aversivas
pueden reducir preferencias y generar aversiones mediadas hacia
los alimentos dulces de modo parecido a las inducidas fisicamente
(p-ej., por productos quimioterapéuticos en pacientes oncologicos
con anorexia [25]), se puede anticipar la implicacion de substratos
neurales similares en ambos tipos restricciones alimentarias (fisicas y
cognitivos). Especialmente, deberian observarse patrones en aquellas
areas cerebrales relativas al procesamiento de informacion gustativa
asi como del procesamiento de recompensa y sensibilidad hedoénica
que se saben que son importantes en las restricciones motivadas por
aversiones fisicas [26, 27].

En resumen, la AN representa un trastorno mental con una alta
morbilidad y mortalidad. Sin embargo, aproximaciones experimenta-
les a los mecanismos basicos que subyacen a esta patologia han sido
infraestudiados en comparacion con otros trastornos mentales. En
particular, sugerimos que el uso de paradigmas de aprendizaje me-
diado en modelos animales como punto de partida puede ayudar
a la comprension de los procesos cognitivos que modulan patrones
alimentarios poco saludables. Asimismo, nuestros datos permiten
apuntar a nuevas vias tedricas y metodologicas para el desarrollo de
nuevos modelos animales de la AN, lo que permitira profundizar en
los mecanismos psicobiologicos que contribuyen a su desarrollo y
mantenimiento. Es de esperar que todo ello facilite la generacion de
terapias cognitivas mas eficaces basadas en procesos de aprendizaje
asociativo.
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