ENCUENTROS EN
NEUROCIENCIAS
VOL. |

JIMENEZ DIAZ L. & NAVARRO LOPEZ 1.D. (eds.)

Instituto

Neurociencias

Federico Oloriz







ENCUENTROS EN
NEUROCIENCIAS
VOL. |




© De cada capitulo, sus autores. 2011.

El presente trabajo se distribuye bajo licencia Reconocimiento-
: Compartirlgual (by-sa) - Creative Commons 3.0 Espaiia.
http://creativecommons.org/licenses/by-sa/3.0/es/

Usted es libre de:

copiar, distribuir y comunicar publicamente la obra.

hacer obras derivadas.

®@

http://freedomdefined.org/Definition
Bajo las condiciones siguientes:

Reconocimiento. Debe reconocer los créditos de la obra de la manera
especificada por el autor o el licenciador (pero no de una manera que sugiera que
tiene su apoyo o apoyan el uso que hace de su obra).

Compartir bajo la misma licencia. Si altera o transforma esta obra, o genera
una obra derivada, s6lo puede distribuir la obra generada bajo una licencia
idéntica a ésta.

©®

o Al reutilizar o distribuir la obra, tiene que dejar bien claro los términos de la licencia de
esta obra.

¢ Alguna de estas condiciones puede no aplicarse si se obtiene el permiso del titular de los
derechos de autor.

¢ Nada en esta licencia menoscaba o restringe los derechos morales del autor.

ISBN: 978-1-4461-2634-9




Participantes

PARTICIPANTES

AUTORES

CAPITULO 1
Jennifer Mayordomo Cava
Juan de Dios Navarro-Lépez
Lydia Jiménez-Diaz

CAPITULO 2
Cristina Sdnchez Fernandez
Enrique J. Cobos
Rafael Gonzéalez-Cano
Daniel Zamanillo
Esperanza Del Pozo

CAPITULO 3
Esther Molina
Jorge A. Cervilla
Margarita Rivera
Francisco Torres-Gonzalez
Blanca Gutiérrez

CAPITULO 4
Inmaculada Ibafiez-Casas
Jorge A. Cervilla Ballesteros

CAPITULO 5
José M. Rodriguez-Ferrer,
Rafael Mancebo-Azor,
Raquel Gutiérrez,
Miguel A. Pugnaire,
Luis F. Canava

CAPITULO 6
Barbara Rapela Orta
Eva M. Rodriguez Torrecillas
Iris Crespo Martin
José M. Rodriguez Ferrer

CAPITULO 7
Iris Crespo Martin
Barbara Rapela Orta
Eva M. Rodriguez Torrecillas
Rafael Mancebo Azor
José M. Rodriguez Ferrer

Pagina 5 de 246



Presentacion

CAPITULO 8
Eva M. Rodriguez Torrecillas
Iris Crespo Martin
Barbara Rapela Orta
Rafael Mancebo Azor
José M. Rodriguez Ferrer

CAPITULO 9
Elena Delgado-Rico
Natalia Albein Urios
Emilio Gonzalez Jiménez
Jacqueline Schmidt
Francisco Cruz
Miguel Pérez-Garcia
Cristina Campoy
Antonio Verdejo-Garcia

CAPITULO 10
Fernando Gamiz
Milagros Gallo

CAPITULO 11
Pilar Sanchez
Jesus M. Torres
Beatriz Castro
Esperanza Ortega

CAPITULO 12
Raquel Duran
Francisco J. Barrero
Blas Morales
Juan D. Luna
Manuel Ramirez
Francisco Vives

EDITORES

Lydia Jiménez-Diaz
Juan de Dios Navarro-Lopez

Pagina 6 de 246



Presentacion

PRESENTACION

"Pigmaei gigantum humeris impositi plusquam ipsi gigantes vident"

Sir Isaac Newton

En marzo de 2010 se celebré en el Parque de las Ciencias de Granada un
encuentro organizado por el Instituto de Neurociencias de la Universidad de Granada, las
lll Jornadas cienticas, que se plasma en este libro que hemos titulado “Encuentros en
Neurociencias” vol. |, manifestando asi su vocacién de continuidad. Esta publicacidon
pretende contribuir a que el foro de intercambio de ideas y conocimientos entre los
grupos de investigacion de la Universidad de Granada y sus redes de colaboracion
externa, que son las mencionadas Jornadas, dejen una huella permanente que sirva para
gue todos los involucrados, y el resto de la comunidad de neurocientificos espafoles,
puedan recordar unos y leer otros los trabajos y las ideas que en dicho encuentro se
intercambiaron.

Uno de los motivos que nos animo a proponer la edicion de este libro fue que,
frecuentemente en las reuniones de este tipo, se escuchan propuestas de que los
trabajos presentados junto con los esfuerzos hechos en la organizacion y en la
preparacién de las presentaciones, deberian tener una repercusién mayor de la que casi
siempre tienen.

El presente libro recoge los trabajos presentados durante el Encuentro de forma
gue ofrece una interesante visidn global de algunas de las investigaciones que se llevan a
cabo en la Universidad de Granada en el drea de la Neurociencia. Esperamos que este sea
un libro del que se puedan extraer ideas y que ademas sirva de inspiracion a otros
compafieros, para profundizar en esta labor no sdélo en esta universidad y en este campo
de la ciencia, sino de otras universidades, en otros campos, y también a cualquier persona
con curiosidad para seguir aprendiendo.

Queremos agradecer a los organizadores de las Jornadas, a todos los participantes
asi como al Parque de las Ciencias de Granada su buen hacer, que ha permitido generar el
sustrato de este libro. También queremos expresar nuestro agradecimiento especial al
director del Instituto de Neurociencias, el Dr. Francisco Vives, y su Junta Directiva por
todo el apoyo recibido y la ayuda prestada en el desarrollo de esta iniciativa. Por ultimo
nos gustaria transmitir nuestro mas sincero agradecimiento a todos los autores de los
diferentes capitulos por su entusiasta participacién y a nuestros ayudantes de edicién J.1.
limenez y J. Mayordomo por su inestimable colaboracion.

Sabemos que el Instituto de Neurociencias “Federico Olériz” continua su labor
formativa organizando las Jornadas anualmente, por lo que esperemos que este libro
“Encuentros en Neurociencias” tenga continuidad en el futuro, y que esta pequefia
contribucién a la difusidn y extension de las ideas y los logros de las personas y grupos
gue trabajamos con ilusién en estos apasionantes temas, tengan la realimentacién que
significa el poder compartir, no sélo de palabra, sino también por escrito, ideas, hipdtesis
y resultados con el resto de grupos. Asi todos nos podremos aprovechar de la frase de Sir
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Presentacion

Isaac Newton que encabeza esta presentacion “Un enano sobre los hombros de un
gigante es capaz de ver mds alld que un gigante sélo”.

Lydia Jiménez Diaz

Juan de Dios Navarro Lépez
Granada, 2011
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Prélogo

PROLOGO

La mejor semilla que podemos dejar sembrada en el campo de la Neurociencia es la
de los nuevos investigadores. Despertar el interés por la investigacion, la inquietud por el
conocimiento, la sed de aprender, es una labor fundamental de todo profesor. La
sociedad necesita mas conocimiento, mas luz sobre nuestro interior y mas medios para
vencer los graves problemas de salud que aun hoy padecemos.

En el Instituto de Neurociencias Federico Oldriz continuamente estamos abonando
este campo, de acuerdo con nuestras posibilidades, y tenemos una larga trayectoria en
investigacion y en formacion de nuevos cientificos. Intentamos crear un caldo de cultivo
adecuado buscando financiaciéon para equipar los laboratorios, facilitamos la obtencién
de becas, luchamos para que los investigadores noveles tengan mas facilidades de las que
nosotros tuvimos. Las semillas estan germinando y creciendo, muchos jovenes que se
iniciaron en nuestros laboratorios son ya profesores investigadores.

En el afio 2006, con motivo del 50 aniversario de nuestra fundacién, iniciamos la
celebracién de las Jornadas del Instituto de Neurociencias y gracias al entusiasmo de
nuestros miembros, ha habido continuidad en esta tarea. Este libro es el fruto de las Ill
Jornadas, y ya estamos preparando la cuarta. Nuestra fructifera colaboracion con el
Parque de las Ciencias de Granada y el hacer coincidir nuestras reuniones con la Semana
Internacional del Cerebro, nos permite tener una buena proyeccién social y difundir el
avance del conocimiento en nuestro medio. No hay que olvidar que el cerebro es una
materia de interés general: acercarnos a saber qué es la mente, cdmo pensamos, por qué
sentimos o cuales son las bases de nuestra conducta, son parcelas del saber apasionantes
y de gran trascendencia para el bienestar de nuestra sociedad.

Finalmente, en nombre del Instituto, quisiera agradecer a Blanca Gutiérrez y Jesus
Torres la organizacién de estas lll Jornadas; a Lydia Jiménez y Juan de Dios Navarro la
edicidn de este libro; a los ponentes que han enviado los capitulos, asi como a todos los
colaboradores, su interés y su apoyo.

Que este arbol que todos estamos cuidando siga creciendo y dando mas y mejores
frutos.

Francisco Vives Montero
Director del Instituto de Neurociencias “Federico Oloriz”
Universidad de Granada
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Resumen

Introduccién. Las demencias representan un problema epidemioldgico de escala
mundial debido al grado de envejecimiento de la poblacién. La Enfermedad de
Alzheimer (EA) es una enfermedad neurodegenerativa, crdénica y progresiva, que
produce alteraciones de la memoria y otros déficits cognitivos. Existen varias hipdtesis
para explicar los mecanismos subyacentes a los déficits cognitivos y a la
neurodegeneracion en la EA. Actualmente se cree que el péptido B-amiloide (AB) es el
principal responsable de la cascada de eventos que desencadenan estos procesos.
Objetivo. El objetivo principal de este trabajo es investigar la neurotoxicidad inducida
por el AB sobre la expresion de receptores glutamatérgicos en el hipocampo de
mamiferos. Métodos. Los estudios de expresion génica de las distintas subunidades de
receptores ionotrdpicos glutamatérgicos se realizaron en rodajas de hipocampo de
ratas Wistar (30-40 g). La cuantificacion de los niveles de expresion génica de las
distintas subunidades se llevé a cabo mediante la técnica de PCR cuantitativa en
tiempo real. Resultados. No se encontré variacidn significativa de los niveles de RNAm
de las subunidades NR2B del receptor NMDA y GluR1 del receptor AMPA por efecto
del tiempo, ni tras el tratamiento con AB;s.35) Por el contrario, los niveles de RNAm de
la subunidad NR2A disminuyeron con el tiempo de incubacién y el tratamiento con
AB(25-35) contrarrestd disminucién. Conclusiones. Los resultados obtenidos en este
estudio muestran la induccidn de la expresion de la subunidad NR2A del receptor
NMDA en el hipocampo como un nuevo mecanismo de la alteracién de la funcion
sindptica mediada por el AB.
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Introduccion

Enfermedad de Alzheimer

Las demencias representan un problema epidemioldgico de escala mundial debido
al grado de envejecimiento de la poblacidn. De todos los tipos de demencias descritas
hasta la fecha, la enfermedad de Alzheimer (EA) es la mas frecuente, representando entre
el 50-60% de todos los casos. Segun el informe del afio 2009 de la Alzheimer’s disesase
International [1], se ha estimado que en 2010 habria 35.6 millones de personas
diagnosticadas de demencia, y se prevé que esta cifra se duplicara en 20 afios, siendo de
65.7 millones en el aifio 2030.

La patologia de la EA fue descrita por primera vez por Alois Alzheimer en 1907. En
secciones tenidas de cerebro post mortem de sus pacientes identificd los dos marcadores
de la EA: Placas seniles extracelulares y ovillos neurofibrilares intracelulares.
Posteriormente, se identificaron los componentes de estas estructuras histoldgicas
determinandose que las placas seniles estaban formadas por la acumulacién de péptido B-
amiloide (AB) y los ovillos neurofibrilares por la proteina Tau asociada a microtubulos.
Actualmente, éstos siguen siendo los principales marcadores patoldgicos post mortem de
determinacién del diagndstico de EA [5].

La EA es una enfermedad neurodegenerativa, crénica y progresiva, que produce
alteraciones de la memoria y otros déficits cognitivos. La edad de aparicién heterogénea.
Atendiendo a este pardmetro la enfermedad se puede clasificar en EA de aparicion
temprana y de aparicién tardia. La EA de aparicion temprana es menos frecuente, y se
muestra antes de los 60-65 afios. Presenta herencia autosémica dominante, y también se
le denomina EA familiar. La EA de aparicion tardia, se manifiesta después de los 65 afos,
pero el proceso degenerativo empieza posiblemente 20-30 afios antes del inicio clinico de
la enfermedad [6]. Esta es la forma mas comun y es de causa desconocida, aunque
posiblemente estén implicados factores genéticos y ambientales [7].

Desde el punto de vista clinico la EA se caracteriza por una serie de alteraciones
cognitivas como trastornos en el lenguaje, en la percepcién, en la orientacion y en la
memoria [8]. En los estadios tempranos de la EA las alteraciones en la memoria son sutiles,
viéndose afectada la capacidad de recordar pequefios acontecimientos de la vida diaria.
Sin embargo, en los estadios finales, los sujetos muestran una incapacidad total y
generalmente la muerte es causada por otras enfermedades [9].

Existen varias hipétesis que intentan explicar los mecanismos subyacentes a los
déficits cognitivos y a la neurodegeneracion en la EA. Actualmente se cree que el péptido
AB es el principal responsable de la cascada de eventos que desencadenan estos procesos.

Regiones cerebrales afectadas en la Enfermedad de Alzheimer

La EA se caracteriza por anomalias cerebrales que afectan de forma selectiva a
regiones especificas, como la neocorteza, el drea entorrinal, el hipocampo, el nucleo
amigdalino, el nucleo basal, el talamo anterior y varios nicleos monoaminérgicos del
tronco del encéfalo (el locus ceruleus y complejo del rafe).

Pagina 22 de 246



Expresion génica de receptores glutamatérgicos en rodajas de hipocampo de rata. Efecto del pétido
6—Amiloide(25_35)

La distribucidn y la expansion de esas anomalias siguen patrones caracteristicos,
gue son especificos de area e incluso de célula. Por ejemplo, en el hipocampo, degeneran
neuronas piramidales de las regiones CA1 y CA2.

Las anomalias en la corteza entorrinal, el hipocampo y otros circuitos de la corteza
temporal interna se consideran factores decisivos para la pérdida de la memoria en la EA.
No obstante, las alteraciones en la memoria y la falta de atencién también podrian estar
relacionadas con anomalias en otras areas como las areas de asociacion de la neocorteza,
que se consideran relacionadas con alteraciones de los sistemas colinérgicos del
proséncefalo basal [10].

El hipocampo forma parte de lo que se conoce como formacién hipocampal,
compuesta adicionalmente por el giro dentado y el subiculo. A su vez la formacién
hipocampal, es un componente del sistema limbico y tiene un papel muy relevante en los
procesos de memoria declarativa o explicita, asicomo en la consolidaciéon de la memoria
de corto a largo plazo. A continuacién se abordaran en profundidad algunas caracteristicas
sobre su conectividad y funcién (Fig. 1).

El hipocampo esta formado por una capa de neuronas piramidales las cuales se
comunican entre si a través de neuronas GABAérgicas (basket cells). Las neuronas
piramidales se agrupan en tres regiones denominadas CA3, CA2 y CA1 (Fig. 1). Por otro
lado, el giro dentado estd formado por neuronas granulares, las cuales reciben la
informacidn proveniente de la corteza entorrinal a través de la via perforante y proyectan
hacia la regidon CA3 del hipocampo por medio de las fibras musgosas. Estas fibras

Hippocampus

CAl
) ) pyramidal
Schaffer cell

collaterals

CA3 / ?'Q \_._.

Graniile
cell

CA3
pyramidal

cell Dentate gyvrus - Perforant path
Moy {from entorhinal
fibers cortex)

Figura 1. Representacion esquemdtica de una rodaja de hipocampo de roedor.
En la parte superior de la figura se indica la localizacion del hipocampo en el
cerebro de roedor. En la parte inferior se sefialan las principales regiones vias
excitatorias y conexiones sindpticas del hipocampo. (Imagen tomada de [2])
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musgosas estan formadas por los axones de las células granulares y hacen sinapsis con las
dendritas apicales de las neuronas piramidales. Las neuronas piramidales de la region CA3
proyectan hacia la regiéon CA1l a través de las colaterales de Schaffer y luego desde la
region CA1 las neuronas proyectan hacia el subiculo [11] y de alli nuevamente a la corteza
entorrinal (Fig. 1).

Existen tres vias aferentes principales en el hipocampo que fueron mencionadas
anteriormente: la via perforante que conecta con las células granulares del giro dentado;
la fibra musgosa que proyecta a CA3 y finalmente, las colaterales de Schaffer, que
proyectan hacia la region CA1 (Fig. 1). La corteza entorrinal, es la principal fuente de
proyecciones hacia el hipocampo. Ademas, el hipocampo recibe algunas proyecciones del
nucleo septal [12]. En definitiva, la principal estructura del hipocampo que recibe
proyecciones externas es el giro dentado, el cual recibe proyecciones colinérgicas vy
GABAérgicas desde el septum medial, del area supramamilar, aferencias noradrenérgicas
de los nucleos ponticos y locus ceruleus, serotoninérgicas del rafe medial y
dopaminérgicas del area tegmental ventral, ademas de un sistema comisural del
hipocampo contralateral [11].

El hipocampo proyecta principalmente a diferentes areas circunvecinas como la
corteza entorrinal, subiculo y ndcleo septal. Por otro lado, el hipocampo también puede
afectar otras estructuras cerebrales mucho mas distantes a través de proyecciones
indirectas y circuitos complejos. Entre estas estructuras se encuentran el hipotdlamo,
cuerpos mamilares (via conexién reciproca del fornix), y el neocortex (via circuito de
papez). Con respecto al neocortex, se ha descrito el efecto del hipocampo sobre
estructuras como giro del cingulo, a través de sus conexiones con corteza entorrinal y
subiculo [12]. Las conexiones reciprocas del hipocampo con muchas de estas estructuras
(incluida la amigdala, corteza prefrontal y de asociacion) forma lo que se conoce como
sistema limbico, como se ha indicado anteriormente, un sistema importante para los
procesos emocionales, entre otras funciones cognitivas.

Neurotransmision glutamatérgica en el hipocampo

Las neuronas piramidales, las células granulares y sus conexiones intra hipocampales son
el mayor componente de lo que se conoce como el circuito trisinaptico del hipocampo (Fig.
1). Este circuito se caracteriza por ser unidireccional y glutamatérgico [11]

La estimulacidn a alta frecuencia de cualquier punto del circuito aferente aumenta
los potenciales postsinapticos excitatorios (PEPS) en las neuronas hipocampales. Este
incremento en la eficacia sindptica puede permanecer por horas e incluso dias. A este
proceso se le denomina potenciacion a largo plazo (LTP, long term potentiation) e implica
cambios en receptores postsinapticos, cambios presinapticos (es decir en la liberacion del
neurotransmisor), cambios estructurales en la sinapsis y cambios en la citoarquitectura de
la neurona misma [13]. La LTP es el modelo basico que nos permite entender parte de los
procesos funcionales en los circuitos cerebrales que participan en la formacion de la
memoria. Es un proceso que depende de la actividad de los receptores glutamatérgicos
ionotropicos N-metil-D-aspartato (NMDA) y a-amino-3-hidroxi-5-metil-4-
isoxazol propionato (AMPA), y metabotrépicos. Al activarse estos receptores se induce una
ruta de sefializacion, en la que en ultima instancia se modifica la expresidon génica. Esto
genera cambios a nivel neural, como la alteracion de la estructura de la neurona
postsindptica, aumentando la expresién de receptores e incluso se podrian generar
sefiales, que de manera retrograda, aumentaran la cantidad de neurotransmisor liberado
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por la neurona presinaptica. Todo esto, en conjunto, aumenta la eficacia de transmision
sindptica durante largos periodos de tiempo[10]. De esta manera, la funcion de los
receptores de glutamato en los diferentes puntos de circuito del hipocampo, es
indispensable para su funcién sinaptica y, por lo tanto, para procesos cognitivos mas
complejos.

Mecanismos moleculares de la neurodegeneracion en la Enfermedad de Alzheimer

La EA es una de las diversas enfermedades neurodegenerativas que presentan un
mecanismo patoldgico comun, donde alteraciones conformacionales proteicas conllevan
una agregacion y acumulacién de proteinas en el sistema nervioso central y, como
consecuencia, la muerte neuronal [14]. Estos desérdenes conformacionales proteicos con
deposicion de agregados en el sistema nervioso, son comunes a la EA, la enfermedad de
Parkinson, la enfermedad de Huntington, la esclerosis lateral amiotréfica y las
encefalopatias espongiformes transmisibles [15] La caracteristica general de estos
desérdenes es la implicacién de proteinas que adoptan plegamientos conformacionales
alternativos y estables, ricos en hojas B, que promueven su agregacién y acumulacién en
los tejidos en forma de depésitos fibrilares.

La demencia en la EA esta asociada al proceso de neurodegeneracién que
inicialmente se caracteriza por la pérdida en el nimero de sinapsis y prosigue con la
muerte de neuronas en regiones especificas del cerebro (ver seccién 1.2).

Alteracion de la funcion sindptica en los estadios tempranos de la Enfermedad de
Alzheimer

La pérdida de sinapsis en el neocortex y el sistema limbico parece ser el mejor
correlato morfoldgico de los déficits observados en los estadios medios y tardios de la EA.
Sin embargo, muchos pacientes en los estadios tempranos de la enfermedad no muestran
un declive significativo en nimero de sinapsis [16,17]. Por ello, se ha propuesto que un
estado de disfuncion sinaptica, esto es, una alteracion de la funcién sinaptica "normal",
podria explicar los déficits cognitivos observados en los estadios tempranos de la EA y, de
este modo, preceder a la pérdida de sinapsis, la acumulacion de placas, la formacion de
ovillos y la neurodegeneraciéon [18]. Sin embargo, los mecanismos que subyacen a estos
déficits funcionales siguen siendo desconocidos.

Actualmente la hipdtesis con mayor relevancia manejada para explicar los déficits
cognitivos de la EA es la hipétesis amiloidica o amiloide, donde se postula que la
acumulacién progresiva de una proteina, el péptido B-amiloide , juega un papel central en
la génesis de la EA [5].

Péptido B-amiloide. EI AB deriva de la proteina precursora del B-amiloide (APP)
gue es una proteina transmembrana. Se origina tras realizar dos cortes secuenciales en el
dominio transmembrana de la APP por las enzimas proteoliticas B-secretsa, en primer
lugar, seguido de y-secretasa. La longitud del fragmento AP depende del punto de corte de
la y-secretasa en el dominio transmembrana APP, origindndose principalmente fragmentos
de 38, 40 (AB4o) 0 42 (AB4;) aminoacidos. Para que la y-secretasa realice su funcion, es
necesaria la presencia de otras cuatro proteinas, formandose un complejo proteico. El
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complejo esta formado por la presilina (PS1), presilina 2 (PS2), nicastrina, APH1 y PSEN2
(Fig. 2B).

El AR liberado predominante en el plasma sanguineo y en el liquido
cefalorraquideo es el ABso (“90%) seguido del AB4, [19]. A pesar de la mayor presencia del
AB4o, estudios in vivo revelan que el componente principal de las placas amiloides es el
AB4,, en forma de agregados fibrilares, y se ha propuesto que AB4, desempefia un papel
fundamental en la formacién de las placas. De hecho, modelos de ratones transgénicos
que expresan AP, llegan a desarrollar placas amiloides, mientras que los modelos de AB4o
no las desarrollan [20]. In vitro, AP4, presenta menor solubilidad y mayor propension a
formar fibrillas, y en cultivos de neuronas se ha visto que es mas toxico que ABg4. Las
ultimas evidencias apuntan a que la toxicidad no viene determinada tanto por los niveles
AB4,, sino mas bien por una alteracién de la relacion ABaz40, @ favor de la producciéon de
ABaz [21,22].

Por otro lado, en el procesamiento no amiloigénico de APP, el primer corte es
realizado dentro del dominio transmembrana (el del péptido AB) por la a-secretasa,
liberandose un largo dominio de APP soluble, y dejando anclado a la membrana el dominio
C-terminal. A este nivel, corta el complejo de la y-secretasa, liberando al citosol un
pequefo dominio C-terminal (Fig. 2A; [23].

A Normal cleavage of B Abnormal cleavage of amyloid precursor protein
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Figura 2. Vias de procesamiento de la proteina precursora amiloide, APP. A. Via no amiloigénica de
proteolisis de APP, llevada a cabo por un primer corte en el dominio transmembrana por la enzima
proteolitica a-secretasa, impidiéndose la formacion del AB. B. Origen del A8 por escision anormal de
APP, a partir de dos cortes consecutivos, primero por la 8-secretasa y sequidamente por el complejo de
la y-secretasa. Dependiendo del sitio de corte del complejo y-secretasa, el A8 tendrd diferentes
tamafios. Las mutaciones en el gen de la APP incrementan la proteolisis de APP por la B8-secretasa. Y
mutaciones en los genes de las PS1 y PS2 (genes PSEN1 y PSEN2, respectivamente), producen un
incremento de la actividad de la y-secretasa. En ambas situaciones, se produce un aumento en la
produccion del AB. Cuando el A8 se libera al espacio extracelular se agrega formando oligémeros [4].
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Oligomeros de B-amiloide. El AB se libera de la membrana celular en forma de
mondmeros de distintos tamafios, que se agregan y forman oligdmeros. A su vez, los
oligdmeros forman fibrillas de unos 7-10 nm en forma de ldmina B, que junto con
oligédmeros individuales daran lugar a las placas amiloides extracelulares insolubles (Fig. 3;
[24].

N
Fa

Soluble amyloid-p peptide

|
N NS

Patients with Amyloid-B oligomers
Alzheimer's disease APP-transgenic mice
Amyloid-f plaques 1 Amyloid-B plaques
. -
. : a1
- —_— - : - .-

Insoluble amyloid-B plaque

Amyloid-3 fibrils

Figura 3. Esquema de la formacion de las fibrillas del A8 y acumulacion en placas en cerebro
humano y en ratén transgénico para APP. El A8 (mondmeros solubles) al polimerizar forman
oligémeros de diferentes tamaiios. Estos oligomeros se agregan en fibrillas insolubles en forma de
Idmina 8 que dardn lugar a los depdsitos de placas amiloides que se observan en los pacientes con
EA (Imagen modificada de [3].

En los ultimos afos la hipdtesis amiloide formulada inicialmente ha variado. En un
principio esta hipdtesis establecia que los depdsitos de AB eran los desencadenantes de la
pérdida de sinapsis y la muerte neuronal, y por tanto de los déficits cognitivos asociados a
la EA. Sin embargo en los ultimos afos se ha modificado debido a que en muchos casos la
cantidad de depdsitos extracelulares de AR y la severidad de los sintomas asociados a la EA
no se correlacionan necesariamente [17]. La actual hipdtesis sugiere que las formas
solubles, en mayor medida que las conformaciones fibrilares tardias, podrian interferir con
el funcionamiento de ciertas redes neuronales, alterando la funcién sindptica entre células
nerviosas [15,25-27]. Los oligbmeros y mondmeros solubles jugarian un papel
fundamental sobre todo en los estadios tempranos de EA [24,28,29], de forma que
provocaria la alteracién del funcionamiento de los circuitos neuronales llevando a un
estado de disfuncién sinaptica que probablemente comience mucho antes de la aparicién
de los sintomas clinicos [6].
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Ademas, los depdsitos de AP podrian servir de reservorios de los oligdmeros
solubles téxicos, que podrian estar dispuestos para ser activados y desensamblados por el
contacto con lipidos [30].

Péptido B-amiloide;s.35): El estudio de las propiedades patofisioldgicas del AB
puede realizarse a partir de la utilizacion de andlogos sintéticos. El AB;s-3s) €s, entre otros,
uno de los andlogos utilizados para realizar estos estudios. Es un péptido de 11
aminoacidos, que corresponde a un pequefio fragmento de AB1-s0) Y AB(1-42). Representa la
region biolégicamente activa del AB, y mantiene las mismas propiedades bioldgicas y
fisicas, entre ellas la toxicidad, que los mondmeros completos ABs v ABs [31].
Concretamente, se ha visto que la toxicidad del AB;s—35) en cultivos de neuronas de
hipocampo [32] y en rodajas hipocampales [33] es muy similar a la de AB(1-a0) Y AP [34].

Neurotoxicidad del 8-amiloide

Alteracion de la neurotransmision glutamatérgica. Recientemente se ha
mostrado que el AB soluble aislado directamente de cerebros de pacientes con EA induce,
potente y consistentemente, varios fenotipos de la EA implicando principalmente a la
transmision sinaptica glutamatérgica a través de canales mGluR y NMDA [27]. Por otra
parte se ha propuesto que el efecto del AB podria estar mediado por un incremento en la
endocitosis del receptor de NMDA [29]. Ademads, se ha comprobado que la depresién de la
transmisién glutamatérgica, mediada por receptores AMPA/Kainato, provocada por el
péptido AB estd mediada por la modulaciéon de los canales de calcio de tipo L en la
amigdala [35]. En cambio, en el septum medial, la depresion inducida por AB de las
respuestas excitatorias esta mediada tanto por canales de calcio tipo L como por
receptores muscarinicos M1 [36].

Ademds se ha postulado que la toxicidad del AR implique receptores
glutamatérgicos metabotrépicos (mGIuR1) interfiriendo en la regulacién de la transmision
GABAérgica [37].

Efectos del 8-amiloide sobre la funcién del hipocampo. Como anteriormente se ha
comentado, la LTP hace referencia a una forma de plasticidad, en la cual la eficiencia de la
transmisién sindptica permanece incrementada a lo largo del tiempo. La LTP fue descrita
inicialmente en el hipocampo. Existen evidencias de que diferentes formas solubles del
péptido AB, entre ellos el AB(1.42) Y sus fragmentos ABzs35) Y AB(s1-35, pueden inhibir la
induccion de LTP en el hipocampo de roedores [38]. Este efecto puede ser dependiente de
los receptores de glutamato tipo NMDA, entre otros mecanismos [39]. En otros estudios,
ratones transgénicos que sobreexpresan la proteina APP, y por lo tanto tienen
incrementados los niveles de AP, presentan deficiencias en tareas de aprendizaje vy
memoria [40]. Animales transgénicos que producen altos niveles de AB, asi como aquellos
a los que se les administra AR de manera exdgena, presentan deterioro en diferentes tipos
de memoria dependientes de la funciéon del hipocampo [41]

Por otro lado, estudios in vitro en cultivos de neuronas de hipocampo incubadas
con AB, ponen de manifiesto diferentes mecanismos de neurotoxidad del AB. Entre los
mecanismos descritos, mencionar la generacidn de estrés oxidativo, formacién de ovillos
neurofribrilares, disfuncién mitocondrial, inactivacién de la bomba Na'/K" ATPasa y la
activacién de moléculas pro-apoptéticas [42,43].
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Otro de los factores que afecta la funcién del hipocampo antes de los procesos de
muerte celular, es la disfuncién sinaptica. En este sentido el AB afecta considerablemente
tanto a la actividad colinérgica, como a la glutamatérgica del hipocampo [42,44].

Hipotesis y objetivos

Se ha propuesto que los déficits cognitivos observados en los estadios tempranos de la EA
podrian estar producidos por la presencia de oligdmeros y mondmeros solubles de AB. Su
presencia induciria un estado de disfuncién sinaptica, previo a la aparicién de los sintomas
clinicos, que alteraria el funcionamiento de los circuitos neuronales relacionados con el
aprendizaje y la memoria.

Nuestra hipétesis de trabajo propone que el mecanismo de accién de las formas
solubles del péptido AP podria afectar al patréon de expresidn génica de distintos tipos de
receptores neuronales implicados en la neurotransmisién glutamatérgica en el hipocampo.

Planteamos, por tanto, como objetivo principal de este trabajo investigar la
neurotoxicidad inducida por el AB sobre la expresidn de receptores glutamatérgicos en el
hipocampo de mamiferos. Este objetivo general se puede desglosar en los siguientes
objetivos especificos:

1. Determinar si los procedimientos de extraccion de RNA total a partir de rodajas de
hipocampo afectan a la integridad del mismo.

2. Determinar si la fraccion soluble del AB, en concreto el fragmento biolégicamente
activo ABzs.35, modifica el patrén de expresién génica de las subunidades de los
receptores glutamatérgicos.

El procedimiento experimental que se llevara a cabo para alcanzar estos objetivos
serd la realizacidn de estudios in vitro utilizando muestras de hipocampo de rata incubadas
con el péptido ABgsss, y se analizaran distintas subunidades de receptores
glutamatérgicos utilizando una técnica de cuantificacion de la expresidon génica,
concretamente la técnica de PCR cuantitativa en tiempo real (qPCR).
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Resultados

Anadlisis de la calidad del RNA total

El RNA total fue extraido y purificado de rodajas de hipocampo y se sometid a un
tratamiento con DNasa | para maximizar su pureza. Se obtuvieron 44 muestras de RNA
total y se analizd la integridad del 91% de las mismas a partir del valor de RQl (calculado a
partir de los electroferogramas obtenidos mediante el sistema de -electroforesis
automatizada Experion System, Bio-Rad, EEUU).

Como se ilustra en la Figura 4, un electroferograma muestra el perfil de RNA de
degradacion de los RNA ribosomales, de acuerdo a la premisa de que con el transcurso del
tiempo éstos se van degradando y acumulando como pequefios RNA de bajo peso
molecular (aparecen en el electroferograma como picos). En concreto, el RQl se calcula en
base a las dreas del electroferograma correspondientes a las regiones 28S, 18S y pre-18S
(Fig. 4A,C,E). Para la comparacién de las distintas calidades del RNA en las muestras de
hipocampo, en la Figura 4 se muestran tres ejemplos de los electroferogramas y las
imagenes de los geles virtuales correspondientes a tres muestras de RNA total con RQI
distintos.

Como se muestra en la Tabla 1 los valores de RQl obtenidos se dividieron en cuatro
grupos (definidos segun criterio establecido en el laboratorio); RQl menores a 6 (RNA
bastante degrado), RQl entre 6 y 7.5 (RNA algo degradado), RQl entre 7.5 y 8.5 (RNA de
buena calidad) y RQl mayores a 8.5 (RNA de excelente calidad). El 50 % de las muestras de
RNA total tuvieron un RQl mayor a 8.5 (Tabla 1).

Al comparar la integridad del RNA de las rodajas de hipocampo sin tratamiento con
el de las rodajas de hipocampo incubadas con AB(s3s) no se encontraron diferencias
significativas (p=0.989) Tampoco se hallaron diferencias en la integridad del RNA
atendiendo el tiempo de incubacién (p=0.798; F4,35=0.413).

Finalmente, el criterio para la seleccién de las muestras de RNA a utilizar para la
sintesis de cDNA y analisis de la expresion génica fue un valor de RQl igual o mayor a 7.00.
Se incluyeron 20 muestras (n=20) de 4 animales diferentes. De estas 20 muestras, el 65%
tenian un valor de RQl mayor a 8, es decir, un RNA de muy buena calidad.

Tabla 1. indice de la calidad del RNA total extraido (RQl) de rodajas de hipocampo y
porcentaje de muestras que hay en los rangos de RQl propuestos.

RQl % de muestras
RQl<6 2.5
6<RQl< 7.5 15
7.5<RQI< 8.5 325
8.5<RQI< 10 50
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Figura 4. Medida de la calidad del RNA total extraido de rodajas de hipocampo. A, Cy E muestran los
electroferogramas, donde se representa la fluorescencia con respecto al tiempo (s) de reaccion,
correspondientes a los perfiles de RNA total de muestras de hipocampo. El primer pico que aparece en
los 3 perfiles corresponde al marcador de peso molecular. B, D y F representan las imdgenes de los geles
virtuales de cada muestra. Se representa el marcador de peso molecular en el carril izquierdo y la
muestra de RNA en el carril derecho. A. Perfil de RNA con un RQI de 9.1. Los picos corresponden a las
subunidades ribosomales 18S y 28S. En este caso, no se observan en el perfil pequefios picos que
muestren degradacion del RNA. B. Hay dos bandas correspondientes a los RNA ribosomales 28S y 18S,
respectivamente. El mayor grosor de la banda correspondiente a 28S indica mayor concentracion con
respecto al 18S. C. Perfil de RNA con un RQl de 7.1. Se indican con flechas los diferentes picos
correspondientes a fragmentos degradados de RNA, que atendiendo al tamafio, aparecen en diferentes
momentos a lo largo del tiempo. D. En la muestra se sefialan con flechas los fragmentos degradados de
diferentes tamafios. E. Perfil de RNA con RQIl de 2.1. Se observa una curva correspondiente a RNA muy
degradado. F. Es indistinguible cualquier tipo de banda. 18S y 28S: Subunidades ribosomales 18S y 28S,
respectivamente; L: Marcador de peso molecular; M1, M2 y M3: Tres muestras de RNA total de
hipocampo distintas.
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Cuantificacion relativa de la expresion génica de subunidades de receptores
glutamatérgicos mediante qPCR

Para determinar si el ABs.35) induce cambios en la expresion génica en rodajas de
hipocampo de rata, se cuantific6 el RNAm de diferentes subunidades de receptores
glutamatérgicos mediante la técnica de gqPCR.

Optimizacion de las gPCRs. Seleccion de cebadores

Como se indica detalladamente en la seccion de Material y Métodos, se calculd la
eficiencia (E) de amplificaciéon para cada pareja de cebadores en nuestras muestras de
hipocampo. Para ello, se realizaron curvas estandar a partir de diluciones seriadas del
cDNA. La E se calcula a partir de la pendiente de la recta de regresion resultante. En la
Tabla 2 se recogen las E obtenidas (expresadas en porcentaje) cuyos valores variaron entre
99.2 — 116.6 % en funcion del cebador evaluado. También a partir de las curvas estandar
se calculé el valor del coeficiente de determinacidn (RZ, Tabla 2), que nos indica el ajuste
de los datos a la recta de regresion.

Tabla 2. Concentraciones de los cebadores sentido y antisentido utilizados para cada gen y los R>y E
(%) obtenidos en las qPCR de las curvas estandar.

Gen R? E (%) Optimizacién
B-Actina 0,998 99,4 \
GAPDH - - X
18S 1 103,2 Vv
NR1 0,996 110,2 Vv
NR2A 0,991 99,2 Vv
NR2B 0,997 109,6 v
GluR1 0,996 116,6 v
GluR2 - - X
M1 0,988 103,4 v

Negro: genes de referencia; Azul: subunidades del receptor NMDA; Verde: subunidades del
receptor AMPA; Marrén: receptor colinérgico muscarinico; R%: coeficiente de determinacion; E (%):
eficiencia de amplificacidn; v; gPCR optimizada; X: gPCR sin optimizar.

Junto con la reproducibilidad de los replicados medidos, un valor de R’ mayor a
0.980 y una E entre 90 — 105%, son los indicadores de una qPCR optimizada. Como se
observa en la Tabla 4 los cebadores para los genes que codifican para las subunidades de
receptores GIuR1, NR2A, NR2B, NR1, el receptor muscarinico M1, los genes de referencia
B-Actina y subunidad ribosomal 18S, funcionaron de forma éptima. Sin embargo, los
cebadores para los genes GAPDH y GluR2, no produjeron una amplificacion adecuada.

Una vez determinadas las eficiencias de amplificacion de los cebadores, en el
presente estudio de expresidn génica de los receptores ionotrdpicos glutamatérgicos, se
seleccionaron los genes que codifican para las subunidades NR2A, NR2B y GluR1 para el
desarrollo de las gPCR. Como gen de referencia se selecciond el gen de la B—Actina.
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Cuantificacion relativa de la expresion de subunidades de receptores
glutamatérgicos ionotrépicos

La cuantificacion relativa de la expresién génica se llevé a cabo a partir de la
normalizacién de los niveles de expresidn de las distintas subunidades con la expresion del
gen de la B-Actina (la expresidn génica de este gen de referencia no se ve afectada ni por
el tiempo de incubacién, ni el tratamiento con AB; p=0.646; F( 15)=0.634).

En la figura 5 se muestra la expresién relativa (en valores de porcentaje) de las
subunidades NR2A, NR2B y GIuR1 (Fig. 5A,B,C), tanto en condiciones control como en
presencia AB;s.35) a los distintos tiempos de incubacion.
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Figura 5. Porcentaje de expresion relativa de receptores glutamatérgicos: subunidades NR2A,
NR2B y GluR1 en rodajas de hipocampo de rata. La expresion relativa se ha normalizado con la
expresion constitutiva del gen de referencia 8-Actina. En todos los casos se representa la
cuantificacion relativa en % de la expresion génica en condiciones control y con A85.35, en funcion
del tiempo (min). En todos los casos, en tiempo cero se considera 100% de expresion génica.*,
p<0.05. A. Expresion génica de la subunidad NR2A. B. Expresion génica de la subunidad NR2B. C.
Expresion génica de la subunidad GluR1.

No se encontré variacién significativa de los niveles de RNAm de las subunidades
NR2B y GIuR1 por efecto del tiempo, ni tras el tratamiento con ABzs-35) (Fig. 5B-C; NR2B,
p=0.061, Fi4,15=3.388; GluR1, p=0.573, F(4,15=0.578).

Por el contrario, los niveles de RNAm de la subunidad NR2A disminuyeron con el
tiempo de incubacién (Fig. 5A; p=0.001, F (35=16.329) reduciéndose en un 20% en
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condiciones control y un 35% a los 120 min. El tratamiento con AP35 evitd esta
disminucién a los 30 min (Fig. 5A, p=0.021), es decir, AB(2s.35 aumentd la cantidad de
RNAm de la subunidad NR2A tras 30 min de incubacion. Este efecto no se mantuvo a los
120 min.

Discusion

En el presente trabajo se ha llevado a cabo un analisis del efecto del ABzs.35) sobre
la expresidon génica de las subunidades NR2A y NR2B del receptor NMDA y la subunidad
GluR1 del receptor AMPA, en rodajas de hipocampo de rata.

Efecto del B-amiloide en la integridad del RNAm

A partir del andlisis de la calidad del RNA en el presente trabajo se ha determinado
que el tratamiento con AB(s3s) 1 UM en rodajas de hipocampo de rata no afecta a la
integridad del mismo, indicando que se trata de un modelo adecuado para el estudio de la
variacion de los niveles de RNAm inducida por el péptido.

Efecto del B-amiloide sobre la expresion génica de receptores ionotrdpicos de
glutamato.

Aungue existe bastante controversia sobre los mecanismos que emplea el AB para
producir la alteracién de la neurotransmisién glutamatérgica, se encuentra ampliamente
aceptado que se modifican las funciones de los receptores de NMDA y AMPA [44,45]. En el
presente trabajo se ha analizado si esta alteracion podria estar mediada por un cambio en
la expresidon de las subunidades que conforman estos receptores.

Expresion de subunidades de receptores AMPA

Los receptores AMPA estan formados por cuatro subunidades (GluR1-4). La unidad
funcional es un tetrdmero. La activacion del receptor AMPA esta mediada Unicamente por
glutamato. Las propiedades del receptor dependen de las subunidades GluR1, GIuR3 y
GluR4, mientras que la subunidad GIuR2 le confiere impermeabilidad al calcio [46].

En el presente estudio no se han hallado diferencias en los niveles de RNAm del
gen de GluR1 provocadas por AB(s.3s). Estos resultados estarian de acuerdo con otros
autores que tampoco encuentran diferencias en la expresidon génica de GIuR1 y GIuR2, ni
el giro dentado, ni en el hipocampo, de cerebros de enfermos de Alzheimer en estadios
tempranos, moderados y severos [47]. Sin embargo, se ha sugerido que existe una
disminucion del RNAm de GIuR1 en el giro dentado, pero no en el hipocampo en cerebros
de pacientes de EA avanzado [48]. En nuestro estudio, dado que se han utilizado rodajas
de hipocampo completo, no podemos descartar que el A tenga efectos especificos para
cada regidén de la estructura hipocampica.

Expresion de subunidades de receptores NMDA

El receptor NMDA es un complejo proteico compuesto por subunidades NR1, NR2
(A, B, Co D)y NR3 (A, B), en diferentes combinaciones. La conformacién mayoritaria es un
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tetramero formado por dos dimeros, uno de NR1 y otro de NR2. Su expresion varia tanto
en el tiempo como en el drea cerebral. En las primeras etapas del desarrollo predomina la
expresion de NR2B y NR2D mientras que en cerebro adulto predomina la expresidn de
NR2A y NR2C [49]. Las subunidades NR1 y NR2A se expresan ampliamente por todo el
cerebro, mientras que NR2B se expresa de manera mayoritaria en el cerebro anterior, y
co-localiza con NR2A en la corteza cerebral, hipocampo y nucleo estriado. La subunidad
NR2C se localiza mayoritariamente en cerebelo, tadlamo y bulbo olfatorio [50]. La diferente
composicidon de subtipos de NR2 confiere a los receptores de NMDA caracteristicas
fisiolégicas y farmacoldgicas especificas, incluyendo sensibilidad al Zn*, H' y poliaminas,
apertura del canal e interacciones con proteinas intracelulares de sefializacién celular. La
activacion de los receptores de NMDA requiere la unién simultanea de dos co-agonistas, el
glutamato vy la glicina. La glicina se une a las subunidades NR1 y NR3, mientras que el
glutamato se une a NR2 [49,51]. Se han estudiado las posibles funciones de las distintas
subunidades, principalmente de las subunidades NR2A y NR2B, y los resultados obtenidos
son diversos. En rodajas de hipocampo de rata se ha visto que la subunidad NR2A tiene un
papel fundamental en la plasticidad y en la mediacion de la respuesta de los receptores
NMDA, en concreto en la LTP [52]. No obstante, otros estudios consideran que en este tipo
de respuesta estarian implicadas mas subunidades [53].

En el presente analisis de los niveles de RNAm de subunidades del receptor NMDA
en hipocampo de rata tras el exposicion al ABs.3s), hemos encontrado que la expresion
génica de NR2B no varid, mientras que la expresidn génica de NR2A si se vio afectada. En
concreto, la expresidn del NR2A aumentd por efecto del AB. Este resultado podria explicar
la apariciéon del estado de disfuncidén sinaptica en el hipocampo que se postula para
explicar los efectos del AB en los estadios tempranos de la EA. La alteracidn crénica de esta
subunidad induciria un desbalance funcional en la LTP, lo que podria a su vez subyacer a
los déficits cognitivos observados en las etapas iniciales de la EA [18]. Ademas se ha visto
gue una LTP alterada por una sobreactivacién de los canales NMDA puede ser
reestablecida usando un bloqueante especifico de los mismos, la memantina, a
concentraciones terapéuticamente relevantes que mejoran los sintomas y ralentizan la
progresién de la EA en pacientes [54].

Otros autores, sin embargo, han determinado una disminucién en la cantidad de
RNAmM de NR2B, pero no en NR2A en las etapas tempranas de la EA [55]. Por otro lado,
también se han encontrado diferencias de acuerdo a las areas estudiadas, observandose
una disminucién tanto en los niveles de NR2A como en los de NR2B en el hipocampo de
cerebros post mortem [34]. Por el contario, otros estudios no encuentran variaciones en
los niveles de RNAm de NR1, NR2B y NR2A entre hipocampos de pacientes de EA en
estadios moderados y severos [55]. Ademas, en otras aproximaciones experimentales (por
ejemplo, tras la induccidn de isquemia cerebral) se han encontrado diferencias entre los
niveles de expresion génica de las subunidades dentro de las distintas regiones del
hipocampo [56].

Consideraciones finales y perspectivas futuras

Como se ha descrito anteriormente existen resultados diversos, y en ocasiones
opuestos, del efecto del AR sobre la expresion génica de subunidades de receptores
glutamatérgicos. Esta diversidad puede deberse a las diferencias entre los distintos
procedimientos experimentales utilizados. Algunos factores a tener en cuenta son el tipo
de estudio a realizar, por ejemplo, la utilizaciéon de cultivos celulares, tejido cerebral
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animal o humano, rodajas completas o secciones concretas del tejido, etc. También puede
contribuir a esta alta variabilidad el tipo de AP utilizado (ABa4o, AB42, AB2s.35), Si éstos son
sintéticos o naturales, el estado de oligomerizacidn, la concentracion y el tiempo de
incubacién, entre otros.

En el presente trabajo se han utilizado rodajas de hipocampo incubadas con ABs.
35) 1 M. Esta decision se tomo en base a estudios similares, en los que, utilizando dicha
concentracion, se observaron los efectos toxicos del AB [26,35]. Sin embargo, otros
autores [57] generan los efectos toxicos del AP a concentraciones mas altas que en
nuestro estudio que podrian haber tenido efectos adicionales sobre la expresidn génica en
el hipocampo.

Otro factor influyente puede ser la utilizacién del hipocampo completo, en lugar de
secciones de sus regiones. Como han visto otros autores, pueden existir variaciones
especificas en los niveles de RNAm de las regiones CA1 y CA3 [58]. Asi, al utilizar el
hipocampo completo se pueden haber "diluido" algunas variaciones en los niveles de
expresion. Por otro lado, el tiempo minimo de incubacién de las rodajas de hipocampo con
AB en este trabajo fue de 30 min, dado que en estudios previos electrofisioldgicos
realizados en el laboratorio los efectos tdxicos del AR no aparecen antes de los 20 min
(Navarro-Lépez JD, Comunicacion personal).

Finalmente cabe resaltar que ademds de los efectos del AR sobre la funcién
sindptica en los sistemas de neurotransmisién glutamatérgica a través de receptores
ionotrépicos de NMDA [29,59] y AMPA [35] podrian estar implicados otros tipos de
receptores o canales. Entre ellos, receptores de glutamato metabotrépicos [37],
receptores muscarinicos M1 [57,60], canales de potasio, y/o la bomba Na‘/K*-ATPasa [61].

Tras la realizacion de este trabajo, y de acuerdo con los resultados obtenidos, nos
proponemos desarrollar con mayor amplitud los siguientes aspectos.

En primer lugar, dada la heterogeneidad de resultados en el campo de estudio,
pretendemos incorporar a futuros experimentos los péptidos AB(1.a2) Y AB1-40). Ademas,
estd previsto incorporar el AB de secuencia inversa, ABs.2s5), como control negativo de los
experimentos. Con esto pretendemos controlar esta variable y descartar algunos
resultados existentes en la bibliografia, corroborando los obtenidos con AB;s.3s).

En segundo lugar consideramos que mediante el andlisis del RNAm obtenemos una
valiosa visidn global de la situacidn del sistema pero no nos ofrece informacién sobre la
expresion de la proteina para la que codifica ese RNAm, la funcionalidad del receptor o la
propia neurotransmision. En este sentido, prevemos realizar un abordaje multidisciplinar
en el que, junto con los estudios de expresidn génica de las subunidades de los distintos
receptores, disefaremos estudios electrofisiolégicos, que aporten datos de Ila
funcionalidad de los receptores y su participacion en la neurotransmision hipocampica;
asicomo estudios inmunohistoquimicos y de Western blot que nos proporcionen
informacién sobre la localizaciéon de los receptores.

Conclusiones

Existen cada vez mas evidencias que sugieren que en los estadios tempranos de la
EA se produce una desregulacion de los receptores de glutamato, tanto ionotrépicos como
metabotrépicos, producida por el AB. Esta situacién puede llevar a un estado de disfuncién
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en la transmision sinaptica glutamatérgica que explicaria los déficits cognitivos tempranos
observados en el inicio de la enfermedad. Los resultados obtenidos en este estudio
muestran la induccion de la expresidn de la subunidad NR2A del receptor NMDA en el
hipocampo como un nuevo mecanismo de la alteracién de la funcién sindptica mediada
por el AB.

Pagina 37 de 246



J. Mayordomo Cava, J.D. Navarro Lépez, L. Jiménez Diaz

Métodos

Obtencidn de muestras de tejido nervioso hipocampal

Animales. Los estudios de expresion génica de las distintas subunidades de receptores
ionotropicos glutamatérgicos se realizaron en rodajas de hipocampo de ratas Wistar de 30-40
gramos (3-5 semanas), de ambos sexos. Todos los experimentos se llevaron a cabo de
acuerdo con las directrices espafiolas (BOE 67/8509-12, 1988) y la regulacién de la Unién
Europea (86/609/UE) para el uso de animales de laboratorio.

Aislamiento del cerebro. Los animales se sacrificaron por decapitacién e
inmediatamente se procedid a la extraccion de cerebro. Durante todo el procedimiento, y con
la finalidad de preservar en condiciones 6éptimas el tejido, el cerebro se mantuvo
constantemente humedo y frio (entre 2-4°C) mediante la aplicacidon con una pipeta Pasteur
gota a gota, de solucion de Krebs modificada (ver Tabla 3) burbujeada con gas carbdgeno
(95% 0O,; 5% CO,).

Una vez se extrajo el encéfalo, se secciond el nervio dptico y el tallo cerebral, y se
sumergio en solucién de Krebs modificada (2-4°C), también burbujeada con gas carbdgeno.
Transcurrido ese tiempo, se procedié al tallado y a la obtencién de rodajas de hipocampo de
acuerdo al atlas de Paxinos y Watson[62].

Para la realizacion de los experimentos se emplearon dos tipos de soluciones de
Krebs. Desde la decapitacién del animal hasta la obtencién de las rodajas se utilizd una
solucién de Krebs modificada. Para la incubacidn se utilizo la solucion de Krebs normal (Tabla
3).

En todo momento, las soluciones se burbujearon con gas carbdgeno con el fin de
mantener adecuados el aporte de oxigeno y el pH de las mismas (pH=7.2). Todos los
productos utilizados en la elaboracidén de las soluciones fueron de la marca comercial Sigma
(Reino Unido).

Tabla 3. Composicidn de las soluciones de Krebs empleadas en la obtencion e incubacion
de las rodajas.

Krebs Normal (mM) Krebs Modificado (mM)
pH=7.1-7.3 pH=7.1-7.3

NacCl 119.00
KCl 2.50 2.50
CaCl, 2.50 2.50
MgCl, 1.50 1.50
NaH,PO, 1.25 1.25
Glucosa 11.00 11,00
NaHCO; 25.00 25.00
Sacarosa 205.00
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Figura 6. Representacion esquemadtica del cerebro de rata.
Las lineas discontinuas numeradas indican el orden y el
lugar de tallado del cerebro. (Imagen modificada del Atlas
de Paxinos y Watson, 2007).

Figura 7. Tallado de las rodajas de cerebro para
preincubacion. A. Almacenaje de las rodajas de cerebro en
una placa de Petri con solucion de Krebs modificada fria,
burbujeada con gas carbdgeno. B. Tallado de la rodaja de
cerebro mediante la realizacion de tres cortes (lineas negras
punteadas), delimitando asi el hipocampo para su posterior
preincubacion en Krebs normal.

La disminucién de la
concentraciéon de Na' en la solucién
de Krebs modificada, tuvo como
finalidad minimizar la entrada del
mismo al interior celular y, por tanto,
la despolarizacién de las neuronas,
sobre todo durante la obtencién de
los cortes. Por otra parte, la
sustitucion de NaCl por sacarosa a
una concentracién de 205 mM tuvo
como objetivo conservar la
osmolaridad total de la solucién.

Obtencion de las rodajas de
hipocampo. Tras el aislamiento de
cerebro, rapidamente se realizé el
tallado de la pieza. Para ello, el
cerebro se situé sobre una placa de
Petri agregando  continuamente
solucién de Krebs modificada
burbujeada con carbdgeno, como se
ha descrito anteriormente. Con una
cuchilla se realizé un primer corte
perpendicular a la linea antero-
posterior del cerebro, a nivel del
quiasma Optico seguido de un
segundo corte, paralelo al anterior, a
nivel del coliculo inferior. El bloque se
apoyo por la parte anterior y se
realizéd un tercer corte paralelo a la
linea antero-posterior, del 10-20% del
volumen total de la parte mas dorsal
del cerebro (Fig. 6). El bloque final
obtenido se fijo con cianoacrilato
(Ceys SA, Espafia) sobre una base de
aluminio por la parte dorsal,
guedando la parte anterior cortical
orientada hacia la cuchilla del
vibratomo. Se obtiene de esta forma

el llamado “corte magico” del hipocampo [63] conservando en unas condiciones éptimas los

circuitos hipocampales en la rodaja.

La pieza se roded con bloques de agar al 2% de unos 5 mm aproximadamente de
espesor y de su misma altura. Los bloques de agar sirvieron para que durante el corte de la
pieza no se desplazara el tejido nervioso. A continuacién utilizando el vibratomo se realizaron
cortes horizontales de 300-350 um de espesor conteniendo el hipocampo en ambos
hemisferios. De cada cerebro tallado se obtuvieron 10-14 muestras de hemisferio cerebral
conteniendo las secciones de hipocampo. Los cortes se recogieron en una placa de Petri y se
mantuvieron en solucion de Krebs modificada entre 3-49C, burbujeada con carbégeno (Fig.

7A).
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Preincubacion. Una vez obtenidas, las rodajas se tallaron manualmente para diseccionar el
hipocampo. El hipocampo se delimité cortando y desechando el tejido circundante (Fig. 7B).
Una vez se delimitaron las rodajas de hipocampo, se recogieron y se preincubaron, durante al
menos diez minutos desde la diseccidn de la ultima rodaja, en una placa de Petri con solucién
de Krebs normal burbujeada con gas carbdgeno a T2 ambiente.

Incubacién de las rodajas con el péptido ABzs.35).

La rodajas se incubaron en condiciones control (en solucion de Krebs normal) y en presencia
de ABs.35) 1 UM (Tocris, Reino Unido). En ambos casos, las incubaciones se realizaron a
distintos tiempos (0, 30 y 120 min; Fig. 8).

TIEMPO DE INCUBACION (min)
0 30 120

CONTROL

AR{25-35) X

TRATAMIENTO

Figura 8. Representacion esquemdtica del procedimiento de
incubacion de las rodajas de hipocampo. El tratamiento control
corresponde a la incubacion en solucion de Krebs normal. El
tratamiento AB,,s.35), corresponde a la incubacion con solucion de
Krebs normal con AB;s.3s5) 1uM. Las rodajas se incubaron
durante 30 6 120 min. En tiempo cero las rodajas de hipocampo
no tuvieron tratamiento.

Reaccion en cadena de la polimerasa en tiempo real o cuantitativa (qPCR).

La cuantificacién de los niveles de expresidon génica de subunidades de receptores
glutamatérgicos se llevd a cabo mediante la técnica de PCR cuantitativa en tiempo real.

Extraccion y purificacion del RNA total. La extraccidn y aislamiento del RNA total de
las rodajas de hipocampo se llevé cabo usando Trizol (Invitrogen, Reino Unido) y columnas de
homogeneizacion Qiashredder (Qiagen, Alemania). Seguidamente, se realizé la purificacion
del RNA total con el Kit de purificacion por columna RNeasy Mini Kit (Qiagen, Alemania).

Ademas, se llevd a cabo un tratamiento adicional con DNasa | (Qiagen, Alemania),
para eliminar la posible contaminacidn por DNA y maximizar la pureza del RNA.

Tras la obtencion del RNA total de cada rodaja se procedié a la cuantificacion del
mismo, midiendo en un espectrofotdmetro para pequefios volimenes a 260 nm (Nanodrop
2000c, ThermoScientific, EEUU), obteniendo los datos de la concentracion del RNA total de
cada muestra (en ng/ul). A continuacidn se analiz6 la calidad del RNA, en base a la pureza e
integridad del RNA obtenido, utilizando el sistema de andlisis de calidad por electroforesis
automatizada Experion System (Bio-Rad, EEUU). Este procedimiento fue realizado por la
Unidad de Gendmica del Instituto de Parasitologia y Biomedicina “Lopez-Neyra” (IPBLN,
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Granada). La integridad y la pureza del RNA vienen indicadas por el indice RQl (RNA Quality
Indicador) que es un dato numérico entre 10 (RNA intacto) y 1 (RNA altamente degradado).

Sintesis de ¢cDNA a partir del RNA total. La sintesis de cDNA se realiz6 mediante la
técnica de retrotranscripcion en dos etapas. En la primera etapa, se agregaron cantidades
iguales de 0.198 ug de RNA total, random nonamers 2 uM (Sigma, Reino Unido), oligo dT,
1 uM (Promega, EEUU) y dNTPmix (mezcla de los cuatro dNTPs) 0.5 uM, (Promega, EEUU) en
un volumen final de 13 pl, y se mantuvieron en el termociclador (T-profesional, Biometra,
Alemania) durante 5 min a 65°C. Seguidamente se depositaron las muestras en hielo durante
5 min. En la segunda etapa se llevd a cabo la retrotranscripcion afiadiendo a la mezcla
anterior Buffer First-Strand 5X (Invitrogen, Reino Unido), DTT 0.1 M Inhibidor de ribonucleasa
40 unidades/ul (Promega, EEUU) y Superscript TM Il RT (Invitrogen, Reino Unido) en un
volumen final de 20 pl. Las condiciones que se siguieron en el termociclador fueron de 25°C
durante 5 min, 50°C durante 50 miny 70°C durante 15 min.

Tabla 4. Secuencias de los cebadores utilizados.

Gen Secuencias cebadores (5 23’)
B-Actina S AGCCATGTACGTAGCCATCC
A ACCCTCATAGATGGGCACAG
GAPDH S GGGCAGCCCAGAACATCA
A TGTCCGTATGGCTTCATTGATG
185 S CTTAGAGGGACAAGTGGCG
A GGACATCTAAGGGCATCACA
NR1 S CAGCCGTGAACGTGTGGAG
A TGCTCTACCACTCTTTCTATCC
NR2A S CAGTGATGTGTATATTTCAGAGCATGTTA
A ACACTCGTCTATTGCTGCAGGAA
NR2B S TCCGTCTTTCTTATGTGGATATGC
A CCTCTAGGCGGACAGATTAAGG
GIuR1 S TTCTGCACCGG CTAGG
A CGCATGTTCCTGTGATTGTT
GIuR2 S TTCTGCACCGG CTAGG
A CGCATGTTCCTGTGATTGTT
M1 S GACCTCATCATTGGCACCTT

A GGTCAAAGCTGATGAGCAGA

Negro: Genes de referencia; Azul: Subunidades del receptor NMDA; Verde: Subunidades del
receptor AMPA; Marron: receptor colinérgico muscarinico. S: sentido; A: antisentido

PCR cuantitativa en tiempo real. Las qPCR (PCRs cuantitativas) se realizaron con el
equipo AB7500 (Applied Biosystems, EEUU) utilizando Power SYBR Green PCR Master Mix
(Applied Biosystems, EEUU) para cada par de cebadores especificos (ver secuencias en Tabla
4) para cada gen estudiado (por ejemplo, genes que codifican para las subunidades de
receptores ionotropicos de glutamato o los genes de referencia) Se incluyeron siempre
muestras de cDNA control (obtenidas sin transcriptasa) y muestras sin cDNA.
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Las eficiencias (E) de amplificacidn de las PCRs se calcularon para cada gen a partir de
curvas estdndar obtenidas mediante diluciones seriadas. Las reacciones se realizaron por
triplicado para 4 replicados bioldgicos (4 animales) y la expresion de cada gen se normalizd a
la expresién del gen de referencia B-Actina. Los cambios en los niveles de expresidn génica se
cuantificaron de acuerdo a [64], considerando los valores de CT (cycle threshold) y las E de las
PCRs para los genes diana y de referencia. El ratio de la expresion relativa de los genes diana
respecto al gen de referencia se calculé por medio de la formula: ratio = Egign, "o
tratado) /g ACTref(controltratado) ) o aspecificidad de los productos de la PCR se determind por
analisis de las curvas de disociacién. Las secuencias de los cebadores se disefiaron a partir de
bases de datos de secuencias (NCBI) usando el servicio Sigma Genosys Probe Design (Sigma,
Reino Unido) o a partir de secuencias previamente publicadas.

Andlisis estadistico de los datos

Todas las pruebas estadisticas se realizaron con el programa SPSS v12 para Windows.
Para la comparacién tanto de los valores de RQl como de los ratios de expresién génica se
aplicaron las pruebas paramétricas apropiadas (t de Student o ANOVA de una o dos vias
seguido del andlisis post hoc adecuado). Si los datos no siguieron una distribucién normal se
usaron las pruebas no paramétricas equivalentes.
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Resumen

Los ligandos de receptores sigma-1 (0;) modulan el efecto analgésico de los opioides y
también estan implicados en los mecanismos moleculares que subyacen en la tolerancia a
opioides. Por ello en este trabajo nos planteamos evaluar el efecto analgésico de la
morfina y el desarrollo de tolerancia a esta sustancia en ratones wild-type y knockout o
en el test de la placa caliente. Se registrd el tiempo de latencia para las respuestas de
lamido de pata trasera y salto cuando el animal fue expuesto a la placa caliente a 50+0.5
oC, después de 30 min de la inyeccidn subcutdnea de morfina (o su solvente, salino),
tanto en animales pretratados con salino, como en los inyectados repetidamente con
morfina.

La morfina produjo un efecto antinociceptivo dosis-dependiente en ambos grupos de
ratones, siendo éste significativamente superior en ratones knockout o; que en wild-type,
especialmente cuando la latencia para la respuesta salto fue evaluada. Por otro lado, el
desarrollo de tolerancia al efecto analgésico de morfina fue similar en ambos grupos de
animales, en las dos respuestas evaluadas.

Los resultados observados sugieren que el receptor o; estd implicado en el efecto
analgésico agudo de morfina, pero no en el desarrollo de tolerancia a esta sustancia en el
test de la placa caliente.
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Introduccion

Los receptores sigma (o), en un principio considerados un subtipo de receptores opioides y
posteriormente confundidos con el sitio de unién de la fenciclidina al receptor NMDA (N-
methyl-D-aspartato), actualmente se describen como una entidad farmacoldgica diferente y
Unica (9, 20, 33). Se han caracterizado farmacolégicamente dos subtipos, o, y 0. El receptor
o; ha sido clonado en varias especies de animales y en humanos (21, 23). A nivel celular se
encuentran localizados en la membrana plasmatica y en membranas subcelulares,
particularmente en el reticulo endoplasmatico, donde regulan los movimientos del calcio
intracelular. Ademas, los receptores o; modulan la actividad de algunos canales iénicos de
membrana y de diferentes sistemas de neurotransmisidn, principalmente del glutamatérgico

(9).

Los receptores o; estan implicados en el proceso de transmisién nociceptiva.
Anatdmicamente se localizan en el sistema nervioso central en areas de gran importancia
para el control del dolor, como son las laminas superficiales del asta dorsal de la médula
espinal, la sustancia gris periacueductal, el locus coeruleus y en el bulbo raquideo (1, 26).
Diversos estudios conductuales en animales demuestran un papel funcional de los receptores
o; en la nocicepcion. Asi, en el test de la “respuesta flexora nociceptiva”, los agonistas
selectivos o; producen un efecto nociceptivo que es revertido mediante antagonistas
selectivos o; (38). También se ha descrito que la administracion sistémica o espinal de
diversos antagonistas o; disminuye la respuesta dolorosa caracteristica de la segunda fase del
test de la formalina (5, 24), siendo este efecto igualmente observado en ratones en los que se
ha bloqueando la expresion génica del receptor (ratones knockout o;) (5). Ademas, la
hipersensibilidad mecdnica desarrollada tras la administracién intradérmica de capsaicina se
reduce con la administracion sistémica de antagonistas de los receptores o; y también en
ratones knockout o; (13, 14).

Se ha descrito también una asociacién funcional entre los receptores o; y el sistema opioide.
La administracion sistémica del agonista selectivo (+)-pentazocina redujo la analgesia
inducida por diferentes agonistas opioides en el test “tail-flick” (8, 30, 31). En este mismo
test, los antagonistas o, revirtieron los efectos de los agonistas, e incrementaron la analgesia
inducida por opioides, indicando la presencia de un sistema antiopioide o; tonicamente
activo (8, 28).

Tal y como se ha mencionado anteriormente, los receptores o; modulan la neurotransmisién
mediada por receptores NMDA. Se ha descrito que los agonistas o; facilitan varios efectos
inducidos con la activacidon del sistema glutamatérgico, a saber, efectos electrofisioldgicos, la
expresion de pNRs en el asta dorsal de la médula espinal y conductas nociceptivas, siendo
estos efectos de facilitacién reducidos con la administracion de antagonistas selectivos o3 (7,
10, 24, 25, 29). Por otro lado, los receptores NMDA modulan el efecto analgésico agudo de
los agonistas opioides p (16) y estan involucrados en la plasticidad neuronal subyacente al
desarrollo de tolerancia morfinica (39).

Teniendo presente estos antecedentes, los objetivos de este trabajo fueron:

1. Comparar los efectos analgésicos de la administracion aguda de morfina en ratones
wild-type y knockout o; en el test de la placa caliente.
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2. Evaluar el desarrollo de tolerancia al efecto analgésico de morfina en ratones wild-
type y knockout o3, en el test de la placa caliente.

Resultados

Efectos analgésicos de la administracion aguda de morfina en ratones wild-type y knockout
del receptor o;.

El efecto analgésico de la morfina, 30 min tras su administracion subcutanea (s.c.), fue
estudiado en ratones wild-type y knockout del receptor o; mediante el test de la placa
caliente a 50+£0.59C, evaluando el tiempo de latencia para las respuestas de lamido de pata
trasera (LPT) y salto, y se compard con el efecto del solvente (suero salino fisioldgico),
administrado en las mismas condiciones.

La administracidn s.c. de morfina (dosis 1-64 mg/kg) prolongé el tiempo de latencia para
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Figura 1. Efectos analgésicos de la morfina aguda en ratones wild-type y knockout o,

Tiempo de latencia para la respuesta de lamido de pata trasera -LPT- (A) y para el salto (B) en ratones
wild-type (WT) y knockout (KO) o, expuestos a la placa caliente (50 °C), 30 min después de la
administracion aguda (s.c.) de diferentes dosis de morfina. Se representan los valores medios + ESM de
los animales evaluados con cada tratamiento (n=12).
Diferencias estadisticamente significativas fueron observadas entre ratones WT y KO o,: ** P<0.01
(ANOVA de doble via seguida del test de Bonferroni).

las respuestas LPT y salto en ambos tipos de animales, induciendo efectos antinociceptivos
dosis-dependientes (Fig. 1A). Del andlisis de las curvas dosis-respuesta LPT se deduce un valor
de dosis eficaz 50 (dosis que produce el 50% del maximo efecto posible, DEsg) de 10.61+0.60 y
7.69+0.34 mg/kg para ratones wild-type y knockout o;, respectivamente. Estos valores fueron
estadisticamente diferentes (P<0.05). Es decir, la administracidon aguda de morfina indujo un
efecto significativamente superior en ratones knockout o; que en los wild-type, cuando se
considerd la respuesta LPT. Adicionalmente, cuando se analizaron los datos registrados para
la respuesta salto, se pudo comprobar que la diferencia en el efecto analgésico de la morfina
en los ratones knockout o; frente a los wild-type era aun mayor y que se producia una clara
potenciacion del efecto de la morfina en los animales desprovistos de receptores o; (Fig. 1B).
El andlisis de las curvas dosis-repuesta salto arroja unos valores de DEsy de 2.93+0.22 vy
1.53+0.06 mg/kg para animales wild-type y knockout oy, respectivamente. Es decir, el efecto
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analgésico de la morfina, para la respuesta salto en el test de la placa caliente, era
significativamente muy superior (P <0.01) en los ratones knockout o; respecto a los ratones
wild-type.

Tolerancia al efecto analgésico de la morfina en ratones wild-type y knockout o3,

Los animales wild-type pretratados de manera repetida con morfina (ver métodos)
desarrollaron tolerancia al efecto analgésico de esta sustancia, tanto cuando se evalud el
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Figura 2. Tolerancia al efecto analgésico de la morfina en ratones wild-type y knockout o, .
Respuesta lamido de pata trasera.

Tiempo de latencia para la respuesta lamido de pata trasera (LPT) en ratones wild-type -WT- (A) y
knockout -KO- o; (B), pretratados con salino -simbolo relleno- y pretratados con morfina -simbolo
vacio- (ver métodos).

Se representan los valores medios + ESM en cada grupo experimental (n212).

Diferencias estadisticamente significativas entre los valores de ratones pretratados con morfina y
con salino: ** P<0.01 (ANOVA de doble via seguida del test de Bonferroni).

tiempo de latencia para la respuesta LPT, como para el salto. Asi, para la primera respuesta
(LPT), se puede comprobar en la Fig. 2A que el efecto analgésico de morfina obtenido en
animales tolerantes fue significativamente inferior (P <0.01) que el obtenido en los animales

Tabla 1. Tolerancia a morfina. Respuesta lamido de pata trasera

Efectos analgésicos de morfina, expresados como dosis eficaz 50 (DEsp) + ESM, en
ratones (n=12) de tipo wild-type (WT) y knockout (KO) o, pretratados con suero
salino (grupo control) y con morfina (grupo tolerante) cuando la respuesta lamido
de pata trasera (LPT) fue evaluada. Se representa el cociente (ratio) entre los
valores de DEsy de morfina de los animales tolerantes y controles, asi como las
diferencias estadisticamente significativas (P) entre estos valores (ver métodos).

Latencia DEs morfina DEs; morfina

respuesta (mg/kg) (mg/kg) RATIO P
LPT pretratados con salme | pretratados con morfina
WwWT 6.8320.36 15.29£1.16 2.23 =0.001
KO 6.55+0.60 11.46+0.77 1.75 <().01
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controles (tratados con salino), correspondiéndose con valores de DEsy de 15.29+1.16 y
6.83+0.36 mg/kg, respectivamente. Cuando se estudidé la respuesta salto (Fig. 2B), los
animales pretratados con morfina también exhibieron una disminucién del tiempo de latencia
(menor actividad analgésica) en relacidn a los controles, y ello se correspondid con valores de
DEs; de 6.54%0.34 y 3.51+0.11 mg/kg, para ratones tolerantes a morfina y controles,
respectivamente.

En los ratones knockout o4 (Fig. 3A y 3B) el pretratamiento con morfina también disminuyd de
manera muy significativa los efectos analgésicos de ésta, es decir, indujo tolerancia. Los
valores de DEsg para la respuesta LPT fueron estadisticamente superiores (P<0.01) en ratones
knockout o; pretratados con morfina (11.46+0.77 mg/kg) que en los pretratados con salino
(6.55+0.60 mg/kg) (Tabla 1). Para la respuesta salto éstos fueron de 3.88+0.77 y 1.77+0.09
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Figura 3. Tolerancia al efecto analgésico de la morfina en ratones wild-type y knockout o
Respuesta salto.

Tiempo de latencia para la respuesta salto en ratones wild-type -WT- (A) y knockout -KO- o; (B),
pretratados con salino -simbolo relleno- y pretratados con morfina -simbolo vacio- (ver métodos).

Se representan los valores medios + ESM en cada grupo experimental (n>12).

Diferencias estadisticamente significativas entre los valores de ratones pretratados con morfina y

mg/kg, para ratones tolerantes y controles, respectivamente (Tabla 2).

Se puede comprobar que el grado de incremento de los valores de DEsy fue similar en

Tabla 2. Tolerancia a morfina. Respuesta salto

Efectos analgésicos de morfina, expresados como dosis eficaz 50 (DEsp) + ESM, en
ratones (n>12) de tipo wild-type (WT) y knockout (KO) o, pretratados con suero
salino (grupo control) y con morfina (grupo tolerante) cuando la respuesta evaluada
fue el salto. Se representa el cociente entre los valores de DEsy de morfina de los
animales tolerantes y controles, asi como las diferencias estadisticamente
significativas (P) entre estos valores (ver métodos).

Latencia DEg morfina DVE & miorfina

respuesitn {mg'kgh (mgzkg) BEATLC "
salio pretraiados com saline | pretratados con mocfiza
WT 351,11 G 54), 34 1.56 <(1,1M}]
KO 1.77H0.09 ARRH.TT 2.0 =K1
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animales tolerantes wild-type y en knockout o; en relacién a sus respectivos controles, y para
ambas respuestas consideradas (Tablas 1y 2).

Discusion

La morfina representa el prototipo de analgésico opioide con afinidad selectiva por los
receptores opioides de tipo p (12), lo cual le confiere, entre otras acciones, efecto analgésico.
Dicho efecto se ejerce mediante la accidon de esta sustancia sobre receptores situados en
diversos puntos del SNC, tanto sobre el sistema aferente (las terminaciones de las fibras
sensitivas primarias, neuronas de las ldminas | y V, la sustancia gris periacueductal y
periventricular, y los nlcleos intralaminares del tdlamo), como sobre el eferente, que regula
la transmision de la informacién nociceptiva en la médula espinal (17). En este trabajo se
evalla el efecto de la morfina mediante el test de la placa caliente en ratones midiendo el
tiempo de latencia para dos respuestas conductuales, el lamido de pata trasera y el salto,
dado que la evaluacidn de la morfina sistémica mediante la exposicién a la placa caliente es
un fendmeno complejo (15), en el que estan implicados diversos sustratos neuronales tanto a
nivel espinal como supraespinal. En nuestro modelo se aprecian diferencias de sensibilidad
del efecto de la morfina segun las diferentes respuestas conductuales observadas, siendo
este farmaco mas potente cuando se valora la respuesta salto que cuando se mide la
respuesta lamido de pata trasera, lo cual coincide con lo descrito por otros autores (4, 34).

El efecto analgésico de morfina ha sido evaluado en animales wild-type y knockout o;. Los
ratones knockout o; homocigotos (-/-) han sido generados por Langa et al., (27). Son viables,
fértiles, y fenotipicamente semejantes a los ratones wild-type. Previamente se ha
demostrado mediante estudios de PCR y de fijacion del radioligando [3H](+)-pentazocina la
ausencia de receptores o; in ratones knockout o; , mientras que son expresados en los ratones
wild-type (13). Por lo tanto, estos animales genéticamente modificados proporcionan una
herramienta Util e interesante para evaluar el papel del receptor o; en procesos fisiologicos y
fisiopatoldgicos. En este trabajo se han utilizado para determinar el rol de estos receptores en la
transmision nociceptiva aguda, en la analgesia morfinica, y en el desarrollo de tolerancia a este
farmaco.

El umbral para las respuestas nociceptivas (LPT y salto) evaluadas mediante el test de la placa
caliente en ratones knockout o, fue semejante al de los ratones wild-type, es decir que,
aparentemente, el proceso de transmisién dolorosa es semejante en ambos tipos de
animales. Sin embargo, el efecto analgésico inducido por morfina fue superior en animales
desprovistos de receptores o, para ambas respuestas conductuales evaluadas. Ello sugiere
un papel de estos receptores en los efectos antinociceptivos inducidos por este opioide. Este
es el primer estudio que aborda esta cuestion utilizando animales genéticamente
modificados. Estudios previos habian demostrado que los efectos analgésicos de morfina y de
otros opioides de tipo p se potenciaban con la administracion sistémica de antagonistas
farmacoldgicos de receptores o; haloperidol (8) y (+)-MR200 (28), y de oligonucleétidos
antisentido o; (30) en el test nociceptivo de retirada de la cola de un foco calorifico. Nuestros
datos completan y amplian dichos estudios.

Por otro lado, hay que tener en cuenta que la respuesta salto del animal es una respuesta
compleja e implica un alto grado de coordinacién psicomotora. La evaluacién de la misma
puede inducir a falsos positivos cuando el farmaco posee actividad sedante e induce
incoordinacién motora. Para descartar que tales efectos sedantes pudieran enmascarar la
respuesta antinociceptiva de la morfina, se realizaron experimentos con el test del rotarod,
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que explora alteraciones en la coordinacion motora, en ambos tipos de animales (datos no
mostrados). Pudimos comprobar que: (a) los animales knockout o; tuvieron las mismas
respuestas basales que los ratones wild-type, lo que sugiere que el fenotipo de estos ratones,
en relacién a coordinacion psicomotora, es normal, y (b) la dosis de morfina de 2 mg/kg, que
ejerce un claro efecto analgésico en animales wild-type, el cual es potenciado en los knockout
01, no producia incoordinacién psicomotora en ningun tipo de animales. Todo ello descarta
qgue un supuesto efecto sedante de la morfina (2 mg/kg) pudiera influir en la respuesta
antinociceptiva cuando se evalua la respuesta salto.

Por otro lado, y tal y como esta descrito, morfina indujo tolerancia a su efecto analgésico en
este test. Con el protocolo de induccion de tolerancia utilizado, la DEsg de morfina para
ambas respuestas evaluadas resultd ser aproximadamente el doble en los animales wild-type
pretratados con morfina respecto a sus controles, datos que concuerdan con los obtenidos
previamente utilizando este test de analgesia (19). De igual manera, los ratones knockout o;
también desarrollaron tolerancia al efecto analgésico de morfina, en semejante grado al de los
wild-type. Por lo tanto, la hipdtesis de partida, de que los ratones desprovistos de receptors o;
mostrarian un desarrollo de tolerancia morfinica diferente al de los ratones wild-type no se
confirmd con este trabajo. Es sabido que en los fendmenos de tolerancia morfinica se
producen cambios adaptativos a nivel celular que implican a canales idénicos de calcio (11),
potasio (19, 40), sistema de neurotransmision glutamatérgico (39), del éxido nitrico (36),
entre otros (18). Los receptores o; intervienen a nivel celular en la homeostasis del calcio
intracelular (22, 37). Asi mismo, modifican la actividad de canales plasmaticos de potasio (2) y
de calcio (22, 35). También modulan el sistema de neurotransmision glutamatérgico (véase
para una revision 9), afectando la actividad eléctrica neuronal inducida por NMDA (33),
potenciando la neurotransmision glutamatérgica en hipocampo (32) y modulando otros
sistemas de neurotransmision indirectamente a través de éste (revisado en 3, 33). Se ha
descrito que en algunos de estos sistemas la modulacion inducida por ligandos sigma exhibe
caracteristicas duales, ejerciendo las dosis menores de ligandos o; efectos opuestos al de las
dosis mayores (9). La existencia del fendmeno anterior, junto con las multiples posibilidades
de actuacion de los receptores o; en los fendmenos que subyacen a la tolerancia morfinica,
podria explicar que, aparentemente, estos receptores no jueguen un papel claro y clave en
los fendmenos de tolerancia morfinica en nuestras condiciones experimentales.

Conclusiones

Estos resultados muestran que los efectos analgésicos de la morfina aguda en el test de la
placa caliente son mayores en ratones knockout o; que en wild-type, especialmente cuando
se considera el tiempo de latencia para la respuesta salto.

Sin embargo, la ausencia de receptores o; en ratones no modifica el desarrollo de tolerancia
al efecto analgésico de morfina en este test.
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Métodos

Animales

Los experimentos fueron realizados en ratones hembras silvestres, fenotipicamente normales
(wild-type), procedentes de Charles River (Barcelona, Espafia) y knockout o; (Laboratorios
Esteve), de 25-30 g de peso. Los animales se mantuvieron en un habitaculo del estabulario
con condiciones de temperatura controlada (21+1 2C), cambios de aire cada 20 min y un ciclo
automatico de luz/oscuridad (de 08.00 a 20.00h). Se les proporciond una dieta estandar
(Harlan Teklad Research diet, Madison, USA) y agua ad libitum hasta el comienzo de los
experimentos. Los estudios comportamentales se realizaron durante la fase de luz (09.00-
15.00 h) y cada raton fue evaluado una sola vez. Los animales fueron manipulados de acuerdo
a la normativa del Consejo Directivo de la Comunidad Europea del 24 de Noviembre de 1986
(86/609/ECC). El protocolo experimental fue aprobado por el Comité Etico de Investigacidn
de la Universidad de Granada, Espaia.

Administracion de farmacos

Como prototipo de agonista de receptores opioides p se utilizé hidrocloruro de morfina
(Direccion General de Farmacia y Productos Sanitarios, Ministerio de Sanidad y Politica Social,
Espafia). Tanto este farmaco como su solvente (suero fisioldgico estéril) fueron administrados
por via subcutdnea (s.c.), en la zona interescapular, en un volumen de 5 ml/kg.

Para inducir tolerancia los ratones recibieron dos inyecciones de morfina diarias por via
intraperitoneal (i.p.), durante tres dias consecutivos, con un intervalo de 12 h. Las dosis
administradas fueron de 20, 40, 40, 80, 80 y 20 mg/kg. La ultima dosis se redujo para evitar
efectos residuales durante la evaluacion del animal. Dieciséis horas después de la ultima
inyeccion de morfina o su solvente los ratones fueron evaluados en el test de la placa
caliente, tal y como se describe a continuacion.

Procedimientos experimentales

Los efectos antinociceptivos de la morfina fueron estudiados mediante el test de la placa
caliente. Para ello, 30 min después de la administracidon de morfina o su solvente, se colocé a
los animales sobre una superficie de metal cuya temperatura era mantenida constante a 50+1
oC, por un bafio de agua termostatizado. Se evalud el umbral de dolor midiendo el tiempo de
latencia para las respuestas de lamido de pata trasera (LPT) y salto tras el primer contacto con
la placa caliente. Los tiempos de corte utilizados, con objeto de evitar el dafio tisular, fueron
de 80 y 300 s para el lamido de la pata trasera y salto, respectivamente.

Para descartar que un posible efecto de la morfina sobre la coordinacion motora afectara a
las respuestas evaluadas en el test de la placa caliente, se analizaron los efectos de esta
sustancia mediante el test de rotarod (Cibertec, Madrid, Espafia), tal y como previamente se
ha descrito (8). Para ello se colocé a cada ratén en un cilindro elevado que giraba
continuamente con aceleracion. Los ratones debian caminar sobre el cilindro en sentido
opuesto al movimiento de éste y a una velocidad que aumentaba de 4 a 40 rpm en un tiempo
de 300 s. La variable analizada fue el tiempo de latencia para la caida, el cual se registrd
automaticamente. Se establecié un tiempo de permanencia maximo (tiempo de corte) de 300
s. Veinticuatro horas antes del experimento, los animales fueron habituados al aparato con
tres sesiones de entrenamiento separadas entre si por un intervalo de 30 min. El dia del
experimento, los registros se efectuaron inmediatamente antes (tiempo 0) y 30 min después
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de la administracion del farmaco o el vehiculo. Este tiempo fue elegido porque era el tiempo
utilizado para la evaluacidn de los efectos antinociceptivos de la morfina.

Andlisis de datos

Los resultados se representan como la media + ESM. Los efectos analgésicos fueron
calculados conforme a la férmula: % analgesia = [LTT - LTC/CT - LTC] x 100. Donde LTT es el
tiempo de latencia para las respuestas evaluadas en los ratones tratados con el farmaco, LTC
es el tiempo de latencia en los animales control (tratados con el solvente del farmaco) y CT es
el tiempo de corte. Los valores medios obtenidos en varios grupos experimentales fueron
comparados mediante un analisis de la varianza de doble via (ANOVA), seguido de un test de
Bonferroni. Las diferencias se consideraron significativas cuando el valor de P fue menor de
0.05. Todos los calculos se realizaron usando SigmaStat 2.03. Los valores de DEs, (dosis de
farmaco que produce la mitad del efecto maximo) se calcularon a partir de la curva dosis-
respuesta utilizando un andlisis de regresion no linear de la ecuacidn para una sigmoide. Este
analisis fueron realizados con el programa SigmaPlot 2002 v. 8.0 (SPSS Inc., IL, USA). Los
parametros de diferentes curvas dosis-respuestas se compararon con el test de la F de
Snedecor’s, mediante el programa GraphPad Prism 3.00 (GraphPad Software Inc., San Diego,
CA, USA)
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Resumen

Introduccidn.Existen numerosas evidencias que apuntan hacia la existencia de una
disfuncién del sistema de neurotransmision serotoninérgica en la etiologia de la
depresion. El receptor de serotonina 5-HT2A juega un importante papel en este
sistema. Es por ello que el gen que codifica para este receptor, el gen HTR2A, ha sido
cldsicamente considerado un gen candidato para la depresién. Aunque algunos
trabajos describen una asociacion entre la variabilidad de HTR2A y la depresién, o
incluso entre dicho gen y ciertas caracteristicas clinicas asociadas a este trastorno,
tales como la estacionalidad o la ideacién y el comportamiento suicida, los resultados
no son concluyentes ya que hay numerosos estudios en los que esa asociacién no se
detecta. Detras de estos hallazgos, en apariencia contradictorios, puede haber
problemas de tamafio muestral, de definicién de fenotipo o de andlisis de un nimero
insuficiente de marcadores genéticos dentro del gen HTR2A, entre otros. Dado el papel
clave del receptor 5-HT2A en la neurotransmision serotoninérgica y su implicacion en
los mecanismos de respuesta al tratamiento antidepresivo, nuestro objetivo en el
presente estudio fue explorar, en una amplia y bien caracterizada muestra de
pacientes de atencion primaria, la posible implicacion del gen HTR2A en el origen de la
depresion y el comportamiento suicida.
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Métodos. Un total de 918 usuarios de los servicios de atencién primaria que estaban
participando en el estudio PREDICT-GENE (1) fueron evaluados para la presencia de
depresion grave y de rasgos clinicos de este trastorno, tales como la ideacidén vy el
comportamiento suicidas, a través de la Entrevista Diagndstica Compuesta
Internacional o CIDI. De ellos, 251 cumplian criterios diagndsticos CIE-10 para un
episodio depresivo grave. Los analisis genéticos se centraron en 6 polimorfismos
localizados a lo largo de toda la secuencia del gen HTR2A. Se usé el paquete estadistico
SPSS para realizar los test de asociacién y calcular las Odds Ratio. La estimacién de las
frecuencias haplotipicas se hizo con el programa UNPHASED.

Resultados. Nuestros resultados mostraron que no existen diferencias
estadisticamente significativas en la distribucion de frecuencias alélicas, genotipicas ni
haplotipicas entre los individuos con episodio depresivo grave y los controles (p>0.05
en todos los casos). Tampoco las hubo al comparar los individuos con ideacion o
comportamiento suicida y los que no tenian tal rasgo, tanto en el total de la muestra
(suicidas vs. no suicidas) como dentro del grupo de deprimidos graves (deprimidos
suicidas vs. deprimidos no suicidas).

Conclusién. El gen HTR2A no parece conferir riesgos incrementados para depresién ni
para ideacidon o comportamiento suicida.
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Introduccion

Concepto y epidemiologia de la depresién

Todos conocemos por propia experiencia el significado de la palabra tristeza. Es un
sentimiento que aparece en respuesta a muy diversas situaciones, con una intensidad y
duracién acordes con el hecho que lo ha desencadenado y que desaparece tras cierto
tiempo. Sin embargo, algunas personas experimentan una tristeza patoldgica, que perdura
en el tiempo e interfiere gravemente en su vida diaria.

El trastorno depresivo mayor o depresidén unipolar se define como un trastorno del
estado de dnimo caracterizado por un estado de animo anormalmente bajo (hipotimia),
una pérdida de interés o de capacidad para obtener placer por las cosas (anhedonia) y una
extraordinaria fatigabilidad. Estos sintomas nucleares suelen ir acompafiados de otros
sintomas que suponen alteraciones en distintas funciones bioldgicas y cognitivas del
individuo, como la disminucidon de la capacidad para pensar, concentrarse o tomar
decisiones, pensamientos de muerte y desesperanza, alteraciones del suefio, disminucién
del apetito, enlentecimiento motor o disminucién de la libido. La sintomatologia debe
estar presente durante al menos dos semanas e inducir discapacidad. Ademas debe
descartarse que los sintomas sean debidos a una causa organica.

Los trastornos del humor, y en especial la depresién mayor, se encuentran entre las
enfermedades mas frecuentes, recurrentes y discapacitantes en los paises desarrollados,
con una prevalencia del 2-5% en poblacién general y del 11-18% en atencion primaria,
siendo Espafia uno de los paises europeos con mayor prevalencia de depresién (2). La
incidencia es de 200 nuevos casos /10000 individuos-afio (3) y constituye la segunda causa
de discapacidad medida de DALYs (Dissability Adjusted Living Years), en el ranking global
de enfermedades, tan sélo superada por las enfermedades cardiovasculares (4).

Etiologia de la depresion

La depresion es una enfermedad compleja y multifactorial en la que convergen
numerosos factores de tipo psicosocial y biolégico que pueden predisponer, desencadenar
o perpetuar el trastorno.

Entre los factores de riesgo psicolégicos para depresién se encuentran los rasgos
neurdticos de personalidad, los sesgos cognitivos (que se traducen en pensamientos
automaticos negativos que hacen tener una actitud pesimista), una baja autoestima, la
dependencia social, la introversién o el comportamiento obsesivo (5, 6).

Las experiencias de abuso o de deprivacion maternal en la infancia (7-17) o sufrir
acontecimientos vitales estresantes (tales como la muerte de un ser querido, una ruptura
de pareja o la pérdida del empleo) (18), han sido descritos como factores de riesgo de tipo
socio-ambiental para padecer depresion (19, 20).

El componente bioldgico existente en la etiologia de |la depresidon se ha relacionado
con una disfuncidn inespecifica de la neurotransmisién monoaminérgica, principalmente
de serotonina, noradrenalina y dopamina, en zonas del cerebro tales como la amigdala, el
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hipotalamo y la corteza cerebral (hipdtesis monoaminérgica) (21-25). Las bases bioldgicas
de este trastorno apuntan, ademas, hacia la existencia de un mal funcionamiento del eje
hipotalamo-hipdfiso-adrenal (26-34) y de una vulnerabilidad genética individual (35).

En las Figuras 1 y 2 se representan las principales evidencias neuroquimicas y
endocrinolégicas, respectivamente, asociadas a depresidn.

BLOQUEANTES DE LA RECAPTACION DE
SEROTONINA MEJORAN LOS SINTOMAS

DEIPLECION CAUSA
RECAIDAS

MENOR DENSIDAD DE
RECEPTORES 1A

_I “ALTERADAS.

Figura 1: Principales hallazgos a favor de la hipétesis de la disfuncién serotoninérgica en depresion.
Tomado de Molina, 2009 (36).

La hipdtesis monoaminérgica centra la fisiopatologia de la depresion en la existencia de una deficiencia
de los neurotransmisores serotonina, noradrenalina y/o dopamina en el sistema nervioso central. Tal idea
surge en los afios 50 al observarse, de modo casual, una mejora en los sintomas de pacientes depresivos
a los que se les habia administrado drogas cuyo efecto implicaba la elevacion de las concentraciones de
tales neurotransmisores en el espacio presindptico (22). No tardaron en encontrarse evidencias que
apoyaban esta teoria, tales como la existencia de bajos niveles de serotonina y de su principal
metabolito, 5-hidroxi-indolacético (IAA) en tejido cerebral y en liquido cefalorraquideo y una menor
concentracion de triptofano (molécula precursora de la sintesis de la serotonina) en sangre de pacientes
depresivos suicidas (21). Ademds la deplecion del triptofano induce nuevos episodios en pacientes y
dnimo disforicos en sus familiares de primer grado (25). También se observo un incremento de la
densidad de receptores postsindpticos 5-HT2A y de moléculas transportadoras de serotonina (SERT) en la
corteza frontal de individuos deprimidos suicidas, lo cual podria explicarse por una respuesta adaptativa
de estas moléculas ante la reduccion sindptica de la serotonina (21). En individuos deprimidos la densidad
de los receptores postsindpticos serotoninérgicos de tipo 1A estd disminuida, mientras que los
autorreceptores reguladores 19 y 1B son menos sensibles en estos individuos (23, 24). Se ha descrito
ademds una disfuncion de la transmision de sefial por parte de las proteinas G.

La implicacion de la noradrenalina en la etiologia de la depresidn se puso de manifiesto al observarse que
los fdrmacos que inhiben la recaptacion de noradrenalina y favorecen la neurotransmision
noradrenérgica, producen una mejora de los sintomas depresivos (37) y que existe una disminucion de la
sintesis de noradrenalina, un descenso de los receptores a 'y 8 adrenérgicos y un aumento del metabolito
MHPG (marcador de la actividad presindtica de las neuronas noradrenérgicas en pacientes con depresion
(38).

Por dltimo, el sistema dopaminérgico muestra también evidencias de estar implicado en la etiologia de la
depresion, tales como la existencia de fdrmacos antidepresivos (como bupropion o nomifensina) y
sustancias como las anfetaminas que tienen un efecto bloqueante de la recaptacion de dopamina y que
producen una elevacion del estado de dnimo.

Asi pues, parece que las monoaminas, en especial la serotonina juegan un papel clave en la etiologia de
la depresion.
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La investigacion en genética psiquiatrica se ha tornado fundamental en el
entendimiento de la naturaleza de la enfermedad mental. Los estudios de genética
psiquidtrica estdn ayudando a identificar los genes de susceptibilidad para distintas
enfermedades mentales; estdn permitiendo también conocer mejor la etiologia de
determinados trastornos, redefinir fenotipos clinicos y proporcionar las claves para
mejorar los tratamientos, identificando de forma individualizada cual es el farmaco con
mayor probabilidad de responder mejor y con menos efectos secundarios
(Farmacogenética).
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Figura 2. Hallazgos principales que involucran al eje hipotdlamo-hipofiso-adrenal en la fisiopatologia
de la depresion. Figura modificada de Betmaker et al, 2008 (26).

Ante situaciones de estrés, el organismo reacciona dando lugar a una serie de respuestas adaptativas a
nivel del sistema nervioso central y periférico. Alteraciones en el modo en que una persona responde ante
las situaciones estresantes que aparecen en la vida, podrian determinar la aparicion de una patologia
depresiva (28, 30, 33). Numerosos estudios han puesto de manifiesto la existencia de una elevacion de los
niveles de cortisol y del factor liberador de corticotropina (CRH) al menos en un 50% de los pacientes
deprimidos, no debido al estrés producido por la enfermedad, ya que esta alteracion afecta también al
ritmo circadiano de secrecion de cortisol (alto por la tarde y al principio de la noche), hecho que no ocurre
en la situaciones de estrés. Estos pacientes presentan una incapacidad de sus sistema hipotaldmico-
hipdfiso-adrenal (HHA) para suprimir el cortisol plasmdtico. Este hecho se ha interpretado como una falta
de acoplamiento del sistema simpdtico-adrenal al eje HHA debido a una intensa produccion de factores
liberadores, o como una hiperactivacion del sistema simpdtico-adrenal como consecuencia de la
hiperactividad del eje HHA (27). Sin embargo estos hallazgos son controvertidos por su inespecificidad, ya
que también se han descrito en mania, esquizofrenia y demencia, por lo que, mds bien, parecen ser
debidos al padecimiento de enfermedad mental y no especificamente de depresion (29). Sin embargo,
quiza el cortisol juegue un importante papel en la etiologia de la depresion postraumdtica. Tal situacion
estresante induciria una hipersecrecion de cortisona, que produciria una elevacion sostenida de los
niveles de cortisol, lo cual, a su vez, provocaria una alteracion del sistema serotoninérgico (31).

Asi pues, respuestas excesivas o bien inadecuadas (en duracion o en magnitud) a factores estresantes
pueden provocar depresion. De hecho, en el sujeto depresivo aparecen ciertas caracteristicas comunes a
una situacion de respuesta mantenida al estrés (anorexia, pérdida de la libido, taquicardias, hipertension,
etc.) Serian, por tanto, los circuitos cerebrales del eje HHA encargados de controlar la respuesta al estrés
los involucrados, al menos en parte, en la etiopatogenia de la depresion (30, 34). Algunos autores han
demostrado un efecto del estrés mantenido sobre vias de neurotransmision serotoninérgica,
disminuyendo la concentracion de serotonina en el espacio intersindtico (32).
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Bases Genéticas de la Depresion.

Los estudios de familias, gemelos y adopcidn, llevados a cabo desde la genética
psiquiatrica cldsica, han descrito riesgos incrementados para depresion entre los familiares
de primer grado de individuos afectados (39) y han sugerido tasas de heredabilidad para el
trastorno depresivo (esto es, la proporcidon de varianza genética implicada en la varianza
fenotipica del trastorno) de en torno el 40% (40-42).

A través de los estudios de ligamiento y de asociacion, y gracias a las nuevas técnicas
de biologia molecular, ha sido posible explorar el genoma en busca de loci de
susceptibilidad. Los estudios de ligamiento han propuesto algunas localizaciones en los
cromosomas 1, 3,4,6,7,9, 11, 12, 13, 15, 16, 18 y 21, entre otros, que parecen heredarse
ligadas a la depresion (43-56). Los estudios de asociacion genética, por su parte, han
descrito algunos genes de riesgo entre los que se encuentran proteinas clave de los
sistemas de neurotransmisidn serotoninérgico, dopaminérgico, noradrenérgico o
gabaérgico (receptores de serotonina, especialmente 5HT2A, 5HT2C y G5HTIA,
transportador de serotonina y receptores de dopamina, en especial, DRD3 y DRD4) y en
genes implicados en la metabolizacion de los neurotransmisores de estos sistemas (como
el gen de la tirosina hidroxilasa, TH; el de la monoamino-oxidasa A, MAOA; o el de la
catecol-O-metil transferasa, COMT) (57).

Gen del receptor de serotonina 5HT2A

El gen del receptor 5HT2A (gen HTR2A) se localiza en el brazo largo del cromosoma
13 (13g14-21) e incluye cuatro exones y dos intrones que completan una secuencia total
de 63 kilobases. Presenta dos promotores alternativos con un elemento silenciador aguas
abajo del segundo promotor y cuatro sitios de iniciacion de la transcripcién (58).

El gen HTR2A codifica para una proteina de 471 aminodcidos receptora de moléculas
de serotonina y localizada en la membrana postsinaptica. Los receptores 2A pertenecen al
tipo de receptores acoplados a proteina G, que estan a su vez ligadas al metabolismo de
los fosfoinositoles. Todos ellos presentan una morfologia similar, con siete dominios
transmenbrana. La unidn con serotonina activa los receptores tipo SHT2A que, a su vez,
estimulan vias de transduccion de sefial, a través de segundos mensajeros y fosfolipasa C,
gue regularan diferentes procesos celulares.

Algunos autores han descrito una asociacion entre el receptor 5SHT2A y la depresidn
(59, 60). Este receptor ha sido también asociado a la ideacion y el comportamiento suicida
en pacientes depresivos (61, 62). Sin embargo, estos hallazgos no han sido replicados de
forma concluyente debido, quizd, al uso de diferentes metodologias y definiciones de
fenotipo (tipo de comportamiento suicida que se explora: suicidas consumados, ideacién
de suicidio, etc), al efecto del tratamiento prolongado con antidepresivos en la densidad
de receptores 5HT2A en el cerebro, o al efecto en los estudios postmortem de confusores
como el intervalo post-mortem o el estado de agonia previo a la muerte (63).

Numerosos polimorfismos han sido descritos en el gen del receptor serotoninérgico
5-HT2A (aproximadamente 299 SNPs). De éstos, muchos podrian estar en desequilibrio de
ligamiento con la variante causante de la susceptibilidad a la enfermedad o directamente
influir en la eficiencia transcripcional del gen, la estabilidad de su RNA o en mecanismos de
regulacion postranscripcional, como la edicién del RNA o el splicing alternativo. Sin
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embargo, hasta ahora la mayoria de las investigaciones se han centrado en sélo dos de
estos polimorfismos: el SNP 102T/C (rs6313), localizado en el exdn 1 del gen (implica un
cambio de una timina por una citosina que no provoca cambio en el aminodcido
correspondiente) y una zona de variabilidad situada cerca del promotor, en la posicién -
1438, que consiste en un cambio de una adenina por una guanina (-1438A/G o rs6311).

Algunos trabajos han descrito una relaciéon entre el polimorfismo 102 T/C vy la
estacionalidad en el curso de la enfermedad (64, 65).

Los hallazgos respecto al polimorfismo -1438 A/G han sido hasta el momento
contradictorios. Existen trabajos en los que se ha descrito un efecto del polimorfismo -
1438 A/G sobre la eficiencia transcripcional del gen (66-68) y, sin embargo, otros autores
no han podido replicar estos resultados (69-71).

Existen estudios que describen una asociacion del polimorfismo -1438 (A/G) con
depresion (60, 72, 73) pero, de nuevo, los hallazgos no son del todo concluyentes (74, 75).

Véase la Tabla 1 para una revisiéon de los principales estudios de asociacién entre el
gen HTR2A y depresion o comportamiento suicida. Quizas, la no replicacion de resultados
haya tenido mucho que ver el tamafio de las muestras analizadas en los distintos estudios,
insuficiente en muchos de los casos para que proporcione el poder estadistico necesario
para detectar el efecto del gen, o la heterogeneidad que presentan algunas muestras (91).
En otras ocasiones, existen diferencias en la definicion del fenotipo, o en los criterios
diagndsticos utilizados entre los diferentes estudios de asociacion (92, 93), o hay una
coexistencia con otros trastornos psiquiatricos, o bien, no se ha tenido en cuenta en el
analisis de los datos el efecto de posibles factores confusores, como pueden ser el sexo o
la edad, entre otros.

Por ultimo, hay que destacar la ausencia de estudios haplotipicos, en los que
distintos marcadores a lo largo del gen son analizados en bloque, conjuntamente,
aumentando asi la sensibilidad para detectar efectos, si éstos realmente existen.

Dada la importancia del receptor HTR2A en la neurotransmisidn serotoninérgica y su
posible papel en la etiologia de la depresién, se hace necesario explorar mas en
profundidad la relacién entre la variabilidad genética descrita en dicho gen y un posible
riesgo incrementado para depresion.

El presente estudio se desarrollé sobre una amplia muestra de individuos, muy bien
caracterizada sociodemografica y clinicamente, en la que se estudiaron seis marcadores
del gen HTR2A no sélo de forma individual, sino también mediante un analisis haplotipico.
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Tabla 1: Principales estudios de asociacion de SNPs localizados en el gen

HTR2A en depresion y comportamiento suicida.

REFERENCIA

MUESTRA

HTR2A Y DEPRESION

1lli et al, 2009
(74)

Shaikh er al,
2008
(76)

Christiansen, L
etal 2007
(72)

Choi MJ et al,
2004
(60)

Eley TC et al,
2004
(59)

Oswald P et al,
2003

(77)

Jansson M er
al, 2003

(73)

Minov C et al,
2001

86 pacientes con depresion
mayor y 395 controles

203 adultos con depresion
mayor o bipolar de
conmienzo en la infancia.
199 controles

684 gemelos 2307 y
4547 ) seguidos durante 12
afios y a los que se les
midi 6 depresion en 5
tiempos. Todos > 70 anos.
189 pacientes con
depresion mayor y 148
conroles.

377 adolescentes con
puntuaciones >12 0 <3
Short form of the Mood
and Feeling Questionary
(SMFQ)

142 controlesy 142 con
depresion mayor

377 pacientes con
depresion mayory 1215
controles todos ancianos

173 pacientes deprimidos
y 121 controles

POLIMORFISMO

102C/T (rs6313)
1438A>G (1s6311)
1s7997012

102C/T (rs6313)

1438A>G (rs6311)
452 C/T (1563 14)

-1438A>G (rs6311)

102C/T (rs6313)

102C/T (rs6313)

-1438 A/G (rs6311)

102C/T (1s6313)
His4 52 Tyr

RESULTADOS

No encuentran asociacion de ninguno de los polimorfismos del gen
SHT2A con depresion

No asociacion con depresion.

Elalelo A del polimorfismo -1438 A>G se asocio a depresion y esta
asociacion es independiente del genotipo para el polimorfismo 452
C/T.

Describen riesgos incrementados para depresion en portadores del
aleloG.

Asociacion del alelo C con depresion.

No asociacion con depresion.

Encuentran asociacion entre el genotipo A/A y depresion, pero al
analizar por sexo, solo se mantuvo la asociacion en hombres;
también en hombres se encontré una tendencia a la asociacion con
depresion con el genotipo A/G. Podria haber un efecto dosis
dependiente del alelo A en hombres ancianos parm conferir riesgo a
depresion.

No asociacion con depresion. Describen asociacion del alelo C del
polimorfismo rs6313 con mejor respuesta a antidepresivos.

(78)

Ohara K etal, 95 pacientes con trastornos  -1438 A/G (rs6311) No asociacién con depresion.

1998 afectivos y 106 controles

(75)

Zhang H et al, 71 sujetos deprimidos, 31 102 C/T (rs6313) No asociacion con depresion.

1997 bipolares y 150 controles. No se encontraron diferencias significativas dentro del grupo de los

(79) pacientes con MD en cuanto a historia familiar ni a recurrencia de la
enfermedad. Si hallaron diferencias en la edad de inicio del trastorno
depresivo vy en la historia personal de intentos de suicidio.

HTR2AY SUICIDIO

Yoon etal, 191 pacientes con 102 C/T (rs6313) No describen asociacion con suicidio ni con letalidad.

2008 depresion ¢ intentos de

(80) suicidio y 193 controles

De Luca V etal, 35 individuos con C102T(rs63 13) Elalelo C se asocia a una menor expresion del gen HTR2A que

2007 esquizofienia; 35 con t. parece estar asociada a comportamiento suicida en psicosis.

(81) bipolar y 10 victimas

suicidas.

Videtic A ef al, 226 victimas suicidas C-1420T Hay una tendencia a la asociacion con C-1420T del HTR2A, estando

2006 225 controles el genotipo T/T solo presente en casos, pero esta asociacion no es

(82) significativa.

Arias B etal, 159 pacientes con 102 C/T (rs63 13) Describen diferencias en la distribucion de frecuencias alélicas y

2001 depresion e intentos de genotipicas entre suicidas y no suicidas. Describen riesgos

(61) suicidio y 164 controles. incrementados para el comportamiento suicida enlos portadores del
alelo 102C.

Crawford ] et 68 victimas suicidas y 95 102 C/T (rs6313) No describen asociacion con suicidio.

al, 2000

(83)

Bondy B etal,
2000

(84)

Preuss UW et
al, 2000

(85)

Dul etal,
2000

(62)

controles

84 pacientes con depresion
mayor, 131 victimas
suicidas v 125 controles.
150 pacientes alcoholicos
y 117 controles

120 pacientes con
depresion mayory 131
controles.

102 C/T (rs6313)

102 C/T (rs63 13)

102 C/T (rs6313)

No encuentran asociacion entre este polimorfismo e ideacion o
comportamiento suicida.

No describen asociacion con suicidio.

Asociacion del alelo C con depresion mayor, particularmente en
pacientes con ideacion suicida.

Entre los pacientes con ideacion suicida eran mas frecuentes los que
tenian el genotipo CC.
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HTR2A Y EXPRESION GENICA

Myers RL efal, 156 individuos caucisicos,
2007 afroamericanos, asidticos e
(86) hispanos.

Fukuda Y etal, Tejido postmortem de

2006 corteza cerebral de 31

(66) pacientes con
esquizofrenia y
heterozigotos para C102T.
Linfocitos periféricos de
controles

Polesskaya OO  Tejido humano cerebral de

et al, 2006 10 controles y leucocitos

(67) periféricos de 18 controles

Parson et al, Cultivos celulares de

2004 neuroblastoma y

(68) adenocarcinoma

Bray NJ et al, Tejido postmortem de

2004 corteza frontal, parietal y

(69) temporal de 50 individuos

$anos.
Tejido cerebral
postmortem de 15
individuos com
esquizofrenia, 15 con
trastorno bipolar, 15 con
depresion y 15 controles
sanos.

4 familias conun hijo

Lopez-Figueroa
AL etal, 2004
(70)

Spurlock G et

al, 1998 afectado de esquizofrenia,

(71) 25 familias con 2 hijos
afectados y 3 familias con
3 hijos afectados.

REVISIONES

Norton & 103 estudios con suicidio,

Owen, 2005 depresion

(63)

Stockmeier CA  Estudios de imagen en

et al, 2003 tejido postmortem de

(87) suicidas deprimidos y
controles

Roy A etal Estudios con suicidio

2001

(88)

META-ANALISIS 5-HT2A Y DEPRESION
Angelova M et 86 estudios de asociacion
al, 2003

(89)

-1438A/G(rs6311)
T102C(rs6313)
-1420 C/T.

783 A/G

T102C(rs6313)

102 C/T (rs6313)

-1438 A/G (rs631 1)
102 T/C (1563 13)

-1438 A/G (rs6311)
102T/C (rs6313)

Niveles de mRNA del
HTR2A

102 C/T (rs6313)
Describen el
polimorfismo -
1438A>G (rs6311)

-1438 A/G (rs631 1)
102 T/C (rs6313)

102 T/C (rs6313)

-1438 A/G (rs6311)
102 T/C (rs6313)
His4 52Tyr

Los polimorfismos -1438 A/Gy -783 A/G se encuentran en
desequilibrio de ligamiento.

El genotipo A/A del polimorfismo -1438A>G se asocia a una mayor
expresion del gen en comparacion con el genotipo G/G y el genotipo
(/G da lugar a una mayor expresion del gen que A/G. El efecto de
este SNP sobre la actividad del gen es un efecto heterozigoto, ie, el
genotipo A/G minimiza la expresion génica.

En el andlisis haplotipico, no se encontraron diferencias enla
actividad del promotor entre las posibles combinaciones haplotipicas
formadas por los polimorfismos -1438 A>G y -738 A/G, salvo para
cuando el alelo G de -1438 se encontraba presente junto con el alelo
G de -783, en cuyo caso se encontroun descenso de la actividad
promotora del gen (GG-1438_GG-738 o0 AG-1438_AG-738 o GG-
1438 AG-738 o AG-1438 GG-738).

Elalelo C se expresa menos que el T en tejido cerebral (expresion
bialélica).

En sangre, hay una expresion monoalélica polimorfica.

La expresion monoalélica polimorfica encontrada en sangre no es
debida a la existencia de impronta

La metilacion aleloespecifica del DNA a nivel del polimorfismo 102
C/T seasocia con diferencias en la expresion del gen SHT2A.

El alelo A del polimorfismo -1438 A>G se asocia a um elevada
actividad del promotor. Este SNP podria modular la actividad del gen
SHT2A

No encuentran diferencias alélicas en la expresion del gen.

Se excluye un efecto epigenético de -1438 A/G sobre 102T/C.

No hay diferencias en los niveles de expresion del gen entre los
deprimidos y los controles. Los sujetos con trastorno bipolar y los
que tenian esquizofrenia si tienen una menor expresion del HTR2 A
que los controles en hipocampo.

No encuentran diferencias en la probabilidad de transmision de un
alelo del 102 C/T entre madres y padres heterocigotos.

Describen un nuevo polimor fismo (-1438A/G): Estd en desequilibro
de ligamiento con el marcador 102 C/T (rs6313).

No encuentran diferencias en la actividad basal del receptor entre el
alelo G v el A del nuevo polimorfismo -143 8A/G.

Elalelo C del marcador T102 C se asocia con una menor expresion
génica del gen SHT2A y alelo A del polimorfismo -1438 A/G con
una mayor expresion génica, aunque estos resultados no se han
replicado.

Asociacion entre T102C y depresion pero no con -1438 A/G ni con
His452Tyr.

Se ha asociado el 102 C con ideacion suicida en pacientes
deprimidos, pero sin replicaciones.

Descenso delaunion de serotonina al HTR2 A en corteza prefrontal
de suicidas vs. controles.

La mayoria de los estudios apuntan hacia un aumento de receptores
2Aen la corteza prefrontal dorsolateral de suicidas. En hipocampo la
mayoria de los estudios detectan una descenso de receptores 2A en
suicidas.

Mayor uniéna los receptores 2A en corteza prefrontal de suicidas. El
alelo C se ha asociado con suicidio, aunque con resultados no
concluyentes

La mayoria de estudios no muestran una asociacion entre depresion
mayor y ninguno delos marcadores del gen HTR2A estudiados.
Solo se han estudiado los SNPs 102C/T y -1438A/G y quiza otros
marcadores si que estén implicad os.

META-ANALISIS 5-HT2A Y SUICIDIO

Angelova M er 26 estudios de asociacion.
al, 2003
(90)

-1438 A/G (rs6311)
102 T/C (rs6313)
His4 52Tyr

Solo el marcador 102T/C HTR2A tiene suficiente nimero de
estudios como para que se pueda realizar un meta-analisis. Tras
realizar el meta-anlisis (596 intentos de suicidio y suicidios
consumados vs. 1003 controles) no se encontro asociacion. Los
resultados no cambiaron cuando se excluyo los estudios sobre
poblacion asiatica,
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Resultados

Un total de 918 individuos componen nuestra muestra. De ellos, el 70,8% son
mujeres y el 39,2% hombres.

En la Tabla 2 se muestran algunas de las variables sociodemograficas y clinicas de la
muestra.

Tabla 2. Distribucidon de las variables sociodemograficas y clinicas de la muestra de pacientes
(criterios CIE-10 de episodio depresivo severo) y controles.

VARIABLES PACIENTES CONTROLES
N=251 N=667

SEXO 2109 : 418 4409 : 2278
(83.66%) (16.34%) (65.96%) (34.04%)

EDAD MEDIA 48.34 (14.506) 50.76 (15.733)

GRUPO ETNICO 98.8% Caucasoide 98.4% Caucasoide

ESTADO CIVIL

-Casado/Pareja 167 (66.55%) 483 (72.43%)

-Separado/Divorciado 25 (9.96%) 28 (4.19%)

-Viudo 20 (7.96%) 51 (7.64%)

-Soltero

NIVEL ACADEMICO
-Doctorado/Licenciado

-Diplomado

-Secundaria (bachiller, COU,FP2)
-Primaria (EGB, 82, ESO, FP1)

-Sin estudios/Analfabetos

EPISODIO DEPRESIVO SEVERO (CIE-10)
SUICIDIO EN EL TOTAL DE LA MUESTRA

SUICIDIO EN EL GRUPO CON Ep.

39 (15.53%)

11 (4.38%)
13 (5.17%)
49 (19.52%)
99 (39.46%)
79 (31.47%)

251 (27.34%)
73 (7.95%)

72 (28.80%)

105 (15.74%)

44 (6.60%)
56 (8.40%)
151 (22.64%)
277 (41.53%)
139 (20.83%)

667 (72.66%)
845 (92.05%)

178 (71.2%)

DEPRESIVO SEVERO

Aproximadamente el 27% del total de la muestra (251 individuos) cumplieron
criterios CIE-10 de depresién grave y un 8% tenian ideacién o comportamiento suicida (N =
73). Casi todos los individuos con rasgos suicidas tenian depresion grave (N = 72) y
representaban aproximadamente el 29% de todos los sujetos con esta forma de
depresion.

Para todos los marcadores analizados, la distribucion de las frecuencias genotipicas
se ajusto al equilibrio Hardy-Weinberg, tanto en enfermos como en controles.
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Andlisis de asociacion genética

En la Tabla 3 se muestra la distribucion de frecuencias alélicas y genotipicas para
cada uno de los marcadores polimorficos del gen HTR2A analizados en los individuos
deprimidos y en los controles.

Tabla 3. Distribucion de frecuencias alélicas y genotipicas entre los casos (individuos con criterios CIE-10
de episodio depresivo severo) y los controles

MARCADOR | PACIENTES | CONTROLES | p-value = MARCADOR PACIENTES = CONTROLES | p-value
rs12863574 ' | rs6313
A 69,34 68,39 c 54,47 54,15
G 30,66 31,61 0.879 T 45,33 45,85 0.999
AA 48.6 46,8 cc 27.2 29.3
AG 416 | 431 L TC 54.5 49.6
GG 9.9 10 0.897 T 183 21.0 0.413
rs2770296 rs6314
T 6923 | 69,65 ' T 18,73 20,99
c 30,77 30,35 0.878 c 81,27 79,01 0.724
T 47.4 50.0 T 4.8 6.9
TC 437 39.3 TC 27.9 28.2
cc 89 | 107 0430 @ CC 67.3 64.9 0.482
rs6311 rs985933
G 54.8 54.3 A 40,24 40,39
A 452 | 457 0.887 | G 59,76 59,61 0.999
GG 275 293 AA 15.5 16.5
GA 54.5 49.9 AG 49.4 47.7
AA 18.0 20.8 0.452 GG 35.1 35.7 0.889

En primer lugar, analizamos la posible asociacién entre cada uno de los seis
marcadores contenidos en el gen HTR2A y la depresién grave. Como puede desprenderse
de la Tabla 3, no encontramos diferencias estadisticamente significativas en la distribucién
de frecuencias alélicas ni genotipicas para ninguno de los marcadores analizados al
comparar casos y controles.

De manera andloga y en segundo lugar, exploramos las posibles relaciones de
asociacion entre cada marcador génico e ideacién o comportamiento suicida en el total de
la muestra. De nuevo, ninguno de los seis marcadores analizados parecia conferir riesgos
incrementados para este rasgo (ver Figura: 3.a).

Por ultimo, quisimos explorar si el gen HTR2A ejercia un efecto de riesgo para
ideacidén y comportamiento suicida sdlo en aquellos individuos deprimidos graves. Para
ello, llevamos a cabo un andlisis intragrupal en el que, considerando sélo el grupo de
individuos con episodio depresivo grave (n=251), comparamos aquéllos que tenian,
ademas, ideacion o comportamiento suicida frente a los individuos deprimidos que nunca
habian tenido tales ideas o comportamientos. En este caso, tampoco se detectd ningun
efecto de riesgo conferido por ninguno de los marcadores genéticos analizados (Figura
3.b).
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Figura 3. Distribucion de frecuencias del alelo menos frecuente de cada uno
de los marcadores del gen HTR2A analizados para suicidio.

Pvalue > 0.05 en todos los casos.

Figura 3.A. Andlisis realizado en el total de la muestra.
Figura 3.B. Andlisis realizados en el grupo de los deprimidos graves.

En las Figuras 4 y 5 se representan los riesgos relativos (valores de Odds Ratio con
intervalos de confianza del 95%) conferidos por cada uno de los marcadores génicos
analizados para ideacidon o comportamiento suicida, tanto en el total de la muestra como

en el grupo de pacientes con depresion grave.

OR Total de la muestra

0,5 I

1,5

Marcadores

Figura 4. Riesgos relativos conferidos para
suicidio en el total de la muestra por cada uno
de los marcadores del HTR2A analizados.
Ninguno de ellos confiere un riesgo significativo.

OR Deprimidos graves

L5 I I

0,5

0 1 2 3 4 5 &
Marcadores

Figura 5. Riesgos relativos conferidos para
suicidio en pacientes deprimidos graves por cada
uno de los marcadores del HTR2A analizados.
Ninguno de ellos confiere un riesgo significativo
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Analisis haplotipico

Tras el andlisis marcador a marcador, llevamos a cabo un analisis haplotipico.

. , 2 spe e
En la Tabla 4 se describen los valores de D’y r” resultantes de ese analisis, y en la

Figura 6 se muestran graficamente las relaciones de desequilibrio de ligamiento de los seis
marcadores estudiados en el gen HTR2A.

Tabla 4. Valores de D’y r? para todas las combinaciones de los seis SNP analizados a lo
largo del gen HTR2A.

rs12863574 | rs6311 rs6313 rs985933 rs2770296 rs6314
(1) (2) (3) (4) (5) (6)

rs12863574

(1)

rs6311 D’=0,993

(2) R’=0,3845

rs6313 D'=0,993 D=1

3) R?=0,3887 | R’=0,9969

rs985933 | D'=0,2478 | D'=0,9472 | D'=0,9462

4) R?=0,0417 | R’=0,5112  R’=0,5106

rs2770296 | D'=0,1876 | D'=0,9569 | D'=0,9567 | D'=0,9629

(5) R’=0,03392 | R’=0,3425 | R’=0,3441 | R’=0,6104

rs6314 D'=0,8482 | D'=0,7134 D'=0,7142  D’=0,6025 | D’=0,4879

(6) R?=0,08848 | R?=0,1597 | R*=0,1643 | R>=0,6546 | R*=0,02813

Se identificaron dos bloques haplotipicos en la muestra. Uno formado por los
marcadores rs6311-rs6313 y otro formado por rs6313-rs985933-rs2770296 (Figura 6).

Tras analizar si existian diferencias en la distribucion de las frecuencias haplotipicas
para cada uno de los bloques identificados entre los pacientes con episodio depresivo
grave y los controles, nuestros resultados mostraron que tales diferencias no eran
estadisticamente significativas, tal como se muestra en la Tabla 5.

Tampoco se encontraron diferencias entre casos y controles al analizar cualquiera de
las otras posibles combinaciones haplotipicas resultantes de agrupar los marcadores dos a
dos, tres a tres, cuatro a cuatro, cinco a cinco o en un bloque de 6 (resultados no
mostrados).

Andlogamente, desarrollamos un nuevo andlisis haplotipico para testar la posible
asociacion entre el gen HTR2A y la ideacidon y comportamiento suicidas, tanto en la
muestra total como dentro del grupo de individuos con episodio depresivo grave. De
nuevo, no encontramos diferencias estadisticamente significativas entre los grupos
comparados (Ver Tabla 6).
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Figura 6. Representacion grdfica de los bloques haplotipicos descritos en la muestra.
Las relaciones de ligamento entre los marcadores se representan en rojo. La intensidad del color
indica el grado de desequilibrio existente entre ellos.

Tabla 5. Frecuencias haplotipicas para los haplotipos mas comuinmente
representados en la muestra de los bloques rs6311-rs6313 y rs6313-rs985933-
rs2770296. Comparacién entre individuos deprimidos graves y controles.

DEPRIMIDOS GRAVES CONTROLES

(N=251) (N=667)

Bloque rs6311-rs6313
G-C 54,5% 54,16%
A-T 45,1% 45,76%

p-value = 0,3605

Bloque rs6313-rs985933-rs2770296

C-G-T 14,22% 14,25%
C-A-T 9,8% 9,8%

C-A-C 29,62% 29,62%
T-G-T 45,19% 45,06%

p-value = 0,9846
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Tabla 6. Frecuencias haplotipicas para los haplotipos mas cominmente representados en nuestra
muestra de los bloques rs6311-rs6313 y rs6313-rs985933-rs2770296. Comparacion entre los individuos
con ideacidn o comportamiento suicida y los no suicidas y entre los pacientes deprimidos suicidas y los
deprimidos sin esta caracteristica.

DEPRIMIDOS NO

SUICIDAS NO SUICIDAS DEPRIMIDOS SUICIDAS
(N=73) (N=844) SUICIDAS (N=72) (N=178)
Bloque rs6311-rs6313
G-C 52,86% 54,37% 52,9% 55,11%
A-T 47,14% 45,45% 44,32% 44,32%
p-value = 0,7318 p-value = 0,4535
Bloque rs6313-rs985933-rs2770296
C-G-T 12,08% 14,43% 12,25% 15,1%
C-A-T 8,6% 9,9% 8,76% 10,23%
C-A-C 30,65% 29,15% 30,37% 29,08%
T-G-T 47,86% 44,84% 47,83% 43,94%
p-value = 0,8482 p-value = 0,8623
Discusidn

En la actualidad, la existencia de una alteracidon en las vias de neurotransmision
monoaminérgicas, principalmente de serotonina, sigue siendo una de las hipdtesis
etioldgicas mas aceptadas en la etiologia de la depresion. Sin embargo, se desconocen
todavia los mecanismos fisiopatoldgicos ultimos desencadenantes de un episodio
depresivo.

Los estudios de familia, gemelos y adopcidén demuestran que la depresion es en parte
heredable, y proponen la existencia de genes de riesgo, probablemente muchos y de
efecto menor, que predispondrian a padecer la enfermedad. Numerosas investigaciones
se han centrado en el andlisis de la variabilidad de genes candidatos para la depresién,
entre los que se encuentran, sobre todo, genes que codifican para proteinas clave del
sistema de neurotransmision serotoninérgico.

Los resultados en torno al gen SERT (transportador de serotonina) parecen, hasta
ahora, los mas robustos y concluyentes (94).

Otro de los genes interesantes en depresion es el gen HTR2A, que ha sido asociado a
depresion (59, 60, 72, 73) y, sobre todo, a caracteristicas clinicas de la misma, tales como
la estacionalidad (64, 65) o la ideacidon y el comportamiento suicidas (61, 62), aunque tales
hallazgos no han sido replicados en todos los casos (74-85).

Teniendo en cuenta los hallazgos previos que parecen relacionar el gen HTR2A con la
etiologia de la depresidn o con algunas caracteristicas subclinicas de la misma y dada la
importancia del receptor 5-HT2A dentro de la via de neurotransmision serotoninérgica, se
hace necesario desarrollar nuevos estudios sobre muestras mas amplias, en las que exista
una definicidn mas homogénea de “caso” y donde se analice de forma mas profunda la
variabilidad contenida en el gen HTR2A, explorando un mayor nimero de SNPs y llevando
a cabo andlisis haplotipicos. El fin de estos nuevos estudios seria confirmar o
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definitivamente rechazar la existencia de una asociacidon genética entre el gen HTR2A y la
enfermedad o entre el gen y la ideacidon o comportamiento suicidas.

Es bien sabido que el andlisis haplotipico puede aumentar el poder para detectar un
efecto genético en el fenotipo, si éste realmente existe, al considerar la variacién de todo
un segmento de ADN haploide en lugar de una Unica localizaciéon puntual. De ahi que se
haya puesto verdadero empefio en desarrollar a nivel mundial el proyecto HapMap,
encaminado a identificar los distintos bloques haplotipicos y sus tag SNPs en distintos
grupos poblacionales (95).

El objetivo del presente estudio fue explorar la posible implicacion del gen HTR2A en
el origen de la depresién.

Nuestros resultados desvelaron, en primer lugar, que la distribucién de frecuencias
alélicas, genotipicas y haplotipicas no diferia significativamente al comparar individuos
deprimidos graves y controles. Nuestros datos vendrian a apoyar, por tanto, los descritos
por otros autores en estudios previos (74, 76-79), en los que no se encuentran evidencias
gue apoyen un posible papel del gen HTR2A en el origen de la depresion.

El estudio fue desarrollado sobre una amplisima muestra de individuos (N=918; 251
casos y 667 controles), lo cual nos aseguraba un 80% de poder con el 95% de intervalo de
confianza de detectar efectos pequefios, de OR=1.5 o superiores. Este calculo de poder se
realizd teniendo en cuenta la frecuencia del alelo de riesgo del polimorfismo mas
estudiado en el gen HTR2A en relacién a la depresion, el polimorfismo rs6313.

La muestra que analizamos, ademas de ser grande, tenia la particularidad de proceder
de atencién primaria. Se trataba de individuos de la comunidad. Esto es una ventaja del
disefio, puesto que muchos de los estudios realizados hasta ahora han utilizado muestras
procedentes de pacientes hospitalarios, en las que estan representadas sélo las formas
mas graves de la enfermedad de interés y los resultados son dificilmente extrapolables a la
poblacion general.

Los estudios publicados hasta el momento sobre el gen HTR2A y depresion han
evaluado la variabilidad contenida en dicho gen centrando su andlisis en dos marcadores:
el rs6313 y el rs6311, ambos en completo desequilibrio de ligamiento. En nuestro trabajo,
se explord la variabilidad del gen HTR2A de un modo mdas amplio, analizando seis
polimorfismos contenidos a todo lo largo de su secuencia, consiguiéndose asi un efecto de
barrido en el examen de la variabilidad presente en este gen y su relacién con la
depresion. Estos marcadores, tal y como se detalla en el apartado de material y métodos,
fueron seleccionados a priori atendiendo a criterios de funcionalidad, heterozigosidad y
localizacidon cromosdmica. Se analizaron de forma independiente y haplotipica.

En nuestros analisis fuimos muy restrictivos en el diagndstico de depresion debido a
gue pretendiamos definir claramente el fenotipo depresivo para determinar si realmente
existia un efecto del gen. Es por ello que en nuestros analisis tuvimos en cuenta sdlo los
individuos con episodio depresivo grave, ya que constituirian un grupo mas homogéneo
para la enfermedad.
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En el presente trabajo se exploré ademas, el posible papel que la variabilidad
contenida en el gen HTR2A podria tener en aspectos de la expresion clinica del episodio
depresivo, tales como la ideacién o el comportamiento suicidas.

Algunos investigadores sugieren que este comportamiento suicida estaria, en parte,
modulado por factores genéticos (96). Dentro de los posibles genes candidatos para el
suicidio, el gen HTR2A podria ser clave, ya que distintos autores han descrito densidades
incrementadas del receptor 5-HRT2A en plaquetas de suicidas y en zonas del cerebro de
individuos que habian cometido suicidio (21, 97). Incluso algunos autores han descrito una
asociacion positiva entre el polimorfismo rs6313 de este gen y el comportamiento suicida
(61, 62). Nuestros resultados, sin embargo, no apoyan la existencia de asociacion entre
ninguno de los seis marcadores analizados (entre ellos el marcador rs6313) y este aspecto
de la enfermedad, tanto en el total de la muestra, como en el subgrupo de individuos
deprimidos graves. Incluso al explorar mediante un analisis haplotipico el posible efecto en
bloque de estos marcadores sobre la ideacion o el comportamiento suicidas, no
encontramos ningun efecto significativo de este gen. Tales hallazgos apoyan los resultados
derivados de algunos estudios previos (80, 83-85).

Uno de los posibles motivos de discrepancia entre los hallazgos que reportan unos y
otros autores puede haber sido la propia definicién de “caso”. En los trabajos de Arias et.al
2001 (61) y Du et.al 2000 (62), los dos Unicos estudios en los que se describe una
asociacion entre el gen HTR2A y suicidio, la evaluacion de la ideaciéon y comportamiento
suicidas se realizé usando una de las preguntas de la escala de Hamilton para depresion
(HDRS) (98). Esta escala incluye un unico item que valora precisamente la ideacion vy
comportamiento suicidas con una puntuacidén de cero a cuatro. Esta escala es menos
precisa y restrictiva, quizas, que los items dedicados a este aspecto en la Entrevista
Diagndstica Compuesta Internacional (CIDI) (99), que fue la herramienta utilizada en
nuestro estudio. En cualquier caso, nuestros resultados van a favor de los que no
encuentran asociacion entre el gen HTR2A vy suicidio, incluidos aquéllos que han sido
realizados sobre victimas suicidas (83, 84).

Conclusiones

En conclusién, nuestros resultados indican que la variacién contenida en el gen del
receptor de serotonina 5-HT2A no parece tener un efecto importante en la etiologia de la
depresion. Asimismo, este gen tampoco parece conferir riesgos incrementados para la
ideacién o el comportamiento suicida, ni en la muestra total ni dentro del grupo de
pacientes depresivos.
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Métodos

Contexto del estudio

El trabajo que se presenta a continuaciéon se ha desarrollado en el contexto del
estudio PREDICT-GENE, que consiste en un estudio de seguimiento longitudinal a tres afios
de una cohorte de individuos usuarios de los servicios de atencién primaria de distintos
centros de salud del pais con el objetivo de establecer perfiles genéticos de vulnerabilidad
a depresién e identificar posibles interacciones entre factores genéticos y ambientales
determinantes de la aparicidn prospectiva de episodios depresivos (1).

Insertado en este estudio de cohorte hemos desarrollado un estudio de asociacion
genética segln un disefo caso-control, teniendo en cuenta los datos de un primer corte en
ese seguimiento (tiempo cero), con el objetivo de valorar si la variabilidad contenida en el
gen HTR2A pudiera estar asociada a depresidn o a caracteristicas clinicas de la misma.

El estudio PREDICT-GENE se origina y se enmarca, a su vez, en el contexto de otro
estudio, el proyecto PREDICT-D.

El PREDICT-D es un estudio prospectivo de cohorte en el que distintos usuarios de los
servicios de atencion primaria de seis paises europeos participantes fueron reclutados y
evaluados en tres ocasiones a lo largo de un afio con el objetivo principal de desarrollar un
inventario de riesgo multifactorial predictor de la aparicidn de episodios de depresidén que
pudiera ser utilizado en el futuro como una herramienta de trabajo que permitiera, por un
lado, detectar individuos de alto riesgo para depresion y, por otro, que facilitara la
elaboracidn de estrategias de intervencién y prevencion (100).

Muestra

Componen nuestra muestra un total de 918 individuos (650 mujeres y 268 hombres),
todos ellos usuarios de los servicios de atencién primaria de trece centros de salud de las
provincias de Malaga y Granada que fueron invitados a participar en el estudio, siendo
previamente informados acerca de los objetivos de éste y de su naturaleza. Aquellas
personas que accedieron a participar dieron su consentimiento informado por escrito.

Fueron criterios de exclusién ser mayor de 75 afios (debido a la alta prevalencia de
trastornos cognitivos a partir de esta edad), sufrir una enfermedad terminal, un trastorno
mental de naturaleza organica, no entender espafiol o ser menor de edad.

Los participantes fueron evaluados para toda una bateria de variables
sociodemograficas y psicoldgicas, mediante entrevistas estructuradas y validadas,
administradas por entrevistadoras previamente entrenadas (100).

En el presente estudio nos centraremos en las variables sociodemograficas generales
y los datos procedentes de la Entrevista Diagndstica Compuesta Internacional (CIDI) (99) y
del Cuestionario General de Salud (GHQ) (101).

La seccidon de depresion del CIDI permite generar diagndsticos de depresion segun
criterios CIE-10 y ademas incluye un apartado en el que se explora la ideacion y
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comportamiento suicida del individuo. El diagndstico de episodio depresivo grave y la
ideacién o comportamiento suicidas fueron nuestras variables resultado.

La versidn espafiola de la entrevista GHQ, mide el estado general de salud y descarta
enfermedad mental o somatica graves. Los individuos controles de nuestra muestra
demostraron no padecer depresion y puntuaron en el GHQ por debajo de 7, lo que indica
la ausencia de cualquier patologia mental o somatica grave.

Andlisis genéticos

Para el analisis de la variabilidad del gen HTR2A, se seleccionaron seis SNPs
distribuidos a lo largo de su secuencia segun criterios de:

Funcionalidad: Se priorizaron SNPs que potencialmente pudieran suponer cambios en
la secuencia aminoacidica de la proteina, en la secuencia promotora o en zonas
relacionadas con procesos de splicing alternativo. Para ello, se utilizé la herramienta
informatica pupaSuite (102).

Heterozigosidad: Se seleccionaron aquellos SNPs cuyo alelo menos frecuente tenia
una frecuencia poblacional superior al 5%.

Localizacion en la secuencia génica: se priorizaron tag-SNPs, es decir, se seleccionaron
aquellos SNPs que fueran mas informativos dentro de cada bloque haplotipico.

Validacion: Todos los SNPs escogidos habrian de estar validados.

En la figura 7 se muestran los SNPs del gen HTR2A incluidos en nuestro estudio.
En la Tabla 7 se enumeran los SNPs analizados y se detalla su posicion relativa en el

46305514 46308410 46307775 46364528 46368174
| ag3ear2r SN0 |
46306396
1y /1
// / ]
11 ] 11
rs2770296
rssssm | "““
4607776 ' 46364525
w0ews reg314 | o
rs12863574
46305514 46307276 46337708 46353004 46364650 46366412 46368174
46306305 46308157 46338589 46353885 46363769 46365531 46367293
| | | | 4/ 1 (/. |/ | | | | | J
I/ I/ /4

Figura 7. Representacion esquemdtica del gen del receptor de serotonina tipo 22 y de los SNPs
seleccionados para nuestros andlisis.
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gen HTR2A, heterozigosidad y frecuencias alélicas y genotipicas descritas en poblacion
caucasoide segin SNPer (103).

Tabla 7
Descripcién, segin SNPper, de los seis SNPs del gen HTR2A seleccionados para su analisis

en el presente trabajo.

R m TT POSICION VARIACION VARIACION HETERO- FREQ. FREQ.
’ RELATIVA NUCLEOTIDICA  AMINOACIDICA ZIGOSIDAD ALELICAS  GENOTIPICAS
AA (54%)
0/
1512863574 1 -3633 AIG NO 032 égffoﬂ AG (28%)
e GG (18%)
B 0.49
156311 2 -1438 AIG NO . G (55%) GG (32%)
GA (47%)
A (45%
(45%) AA (21%)
, e 0.49 , )
156313 3 101 C/T $348 ) C (55%) CC (32%)
CT (47%)
5%
T (45%) TT (21%)
B 0.65
15985933 4 14178 AIG NO s G (64%) GG (39%)
GA (49%)
A (36%
A (36%) AA (12%)
- , ] 032 ) )
152770296 5 29481 /T NO R T (73%) TT (53%)
) TC (40%)
2704
C@7%) CC (7%)
3
156314 6 61007 /T H425Y 0‘%1' C (93%) CC (85%)
T (8%) CT (15%)

Los analisis moleculares fueron desarrollados en la plataforma SEQUENOM. Esta
técnica consiste en amplificar los fragmentos de ADN que contienen los SNPs de interés
mediante una PCR multiplex. A continuacién se lleva a cabo la reaccién de discriminacién
alélica a través de una reaccion de minisecuenciacién que genera productos alelo
especifico, o mediante el uso de terminadores de masa modificada.

Anadlisis estadistico

El test de la Chi-cuadrado fue utilizado para comprobar que tanto en casos como en
controles las frecuencias genotipicas observadas se ajustaban a las esperadas segun
equilibrio Hardy-Weinberg.

Para el analisis de asociaciones alélicas y genotipicas se usé también el test de la Chi-
cuadrado.

Las frecuencias haplotipicas, asi como la existencia de desequilibrio de ligamiento entre los
distintos marcadores, se estimaron con el programa UNPHASED (v3.0). Esta es una
aplicacion informatica para llevar a cabo analisis de asociacién genética en familias y en
sujetos no emparentados. Este programa infiere, con el maximo nivel de verosimilitud, las
frecuencias haplotipicas de los marcadores analizados y su principal ventaja es que tiene
en cuenta que tales frecuencias son estimadas y no valores absolutos, lo cual hace que
este método sea muy conservativo y menos propenso a errores tipo | que otras
herramientas informaticas (104).
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Resumen

En las ultimas décadas el estudio del trastorno delirante asi como los diferentes aspectos
de los delirios han recibido un creciente interés. Sin embargo, este trastorno sigue siendo
uno de los menos investigados en psiquiatria. El presente trabajo pretende revisar la
literatura referente al trastorno delirante y las aproximaciones tedricas mas importantes
propuestas para explicar el desarrollo y el mantenimiento de los delirios. Se mostrara
cémo la investigacidon en el trastorno delirante es muy poco frecuente y los delirios
dentro de este cuadro psicopatolégico han sido escasamente investigados. Nuestro
objetivo es establecer el estado de la cuestion y demostrar la escasez de estudios
neuropsicoldgicos en pacientes con trastorno delirante. También justificaremos de forma
tedrica la necesidad de investigar los correlatos neuropsicolégicos de los delirios
especificamente en pacientes con este trastorno, dado que la mayoria de la investigacién
previa se ha centrado en otras condiciones psicoticas.
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Introduccion

A pesar del creciente interés que ha recibido la investigacién de los diferentes aspectos del
trastorno delirante en los ultimos afios, éste sigue siendo hoy en dia uno de los trastornos
psiquiatricos menos estudiados. La mayoria de los autores estdn de acuerdo en que esto es
debido a algunas dificultades y problemas metodoldgicos que existen a la hora de investigar
dentro de esta area. Estas dificultades incluirian que la prevalencia del trastorno es
supuestamente muy baja, y, ademas, los pocos pacientes que sufren de ella tienen unos altos
niveles de funcionalidad y una gran falta de conciencia sobre el trastorno, lo que les hace
reacios a buscar tratamiento y, por lo tanto, menos accesibles para la investigacion. Al mismo
tiempo, histéricamente ha existido cierta confusién respecto a la definicion, la terminologia y
los criterios diagndsticos de este trastorno.

Ya en 1999 Munro [1] escribié: “lamentablemente, hasta hoy se ha llevado a cabo muy poca
investigacion sistematica en los delirios dentro del trastorno delirante” (p.26). Por desgracia,
muy poco ha cambiado en los uUltimos diez[2] afios. Hasta hoy, en el trastorno delirante la
norma sigue siendo una investigacién descriptiva y no sistematica. La investigacidn
experimental en este trastorno es escasa y muy reciente, lo que hace muy dificil identificar
hipétesis etioldgicas especificas[2].

El trastorno delirante se denomina asi porque los delirios son el elemento mas prominente,
aunque no el Unico, en su sintomatologia [1]. Una de las primeras barreras para el progreso
cientifico en el area de los delirios ha sido tradicionalmente el problema de su definicion(3].
Dado que una discusion detallada a este respecto iria mas alla de los objetivos del presente
trabajo, mencionaremos Unicamente que se han propuesto a lo largo de la historia muchas
definiciones de delirios, algunas de ellas contradictorias. Ademas, en algunos momentos se ha
llegado a entender que el trastorno delirante (o la paranoia) no tenia entidad propia como
trastorno y ha sido catalogado como uno mas dentro del grupo de las esquizofrenias. Mas
aun, términos tales como paranoia, delirios de persecucion o delirios de referencia se han
utilizado al mismo tiempo como sinédnimos y para referirse a conceptos diferentes[4]. Debido
a esta gran confusion en torno a los términos y sus definiciones, la literatura generalmente ha
sido incapaz de separar el trastorno delirante de otros trastornos como la esquizofrenia, la
parafrenia, la psicosis ciclica, las psicosis reactivas breves (episodio psicético breve) y los
sindromes de falsas identificaciones delirantes [1].

Por su parte, muy pocas investigaciones se han centrado en clarificar los mecanismos
neuropsicolégicos que estan a la base de los delirios, especialmente en pacientes con
trastorno delirante. Las inferencias sobre los aspectos neuropsicoldgicos de los delirios se han
realizado principalmente a partir de las comparaciones entre pacientes con esquizofrenia
paranoide y pacientes con otros tipos de esquizofrenia no paranoide [5-9]. (Para mas
informacién, se puede consultar la revision de Zalewski y colaboradores [10]). Pero uno
podria cuestionarse hasta qué punto estas conclusiones, basadas en estudios en
esquizofrenia, son o no acertadas para los pacientes con trastorno delirante dado que, por
definicion, los delirios se suponen diferentes en el trastorno delirante y en la esquizofrenia
(p.e. en el primero no son bizarros, mientras que en el segundo si lo son). Ademas, para que
estas inferencias fueran posibles, los estudios en pacientes con cuadros psicopatoldgicos
diferentes al trastorno delirante deberian tener en cuenta los efectos de algunos factores
diferenciadores tales como la presencia de alucinaciones, contenidos delirantes diferentes y
nivel de funcionalidad del paciente, lo que, hasta donde sabemos, no se ha hecho aun. En
nuestra opinidn, los pacientes con trastorno delirante proporcionan una oportunidad ideal de
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estudiar los delirios sin esos factores confusores que se encuentran en pacientes con
esquizofrenia y que incluyen tanto sintomas positivos como negativos (alucinaciones,
comportamiento desorganizado, alogia, aplanamiento afectivo o abulia), como alteraciones
en el comportamiento y en las creencias y un funcionamiento social y ocupacional daiado.

Aungue se han publicado previamente algunas revisiones centradas en los delirios [4,11-15]
la presente revision intenta proporcionar una vision actualizada del tema y, al mismo tiempo,
incorporar una perspectiva totalmente distinta, apuntando hacia la importancia de la
investigacion neuropsicoldogica en la comprension del fendmeno delirante. Ademas,
reconocemos que las revisiones previas se han centrado principalmente en los delirios
persecutorios, dado que son, con mucho, los delirios mas frecuentes en la clinica. Pero
nosotros defendemos que en el trastorno delirante también estan incluidos delirios con
contenidos distintos y que éstos deberian también recibir una atenciéon empirica apropiada.
Siendo los delirios, como son, el sintoma principal del trastorno delirante, y dado que existe
una gran falta de investigacidn en pacientes con este trastorno, la mayor parte de la literatura
gue puede revisarse y que se presenta en este trabajo es la investigacion de los delirios en
diferentes categorias diagndsticas, principalmente en pacientes con esquizofrenia paranoide.

Breve historia del trastorno delirante

Hacia finales del siglo XIX, la paranoia era un diagndstico psiquiatrico bien establecido y se
consideraba como una patologia bastante comun. Kraepelin [16] fue el primer autor moderno
que describié este trastorno de un modo sistematico. El proponia que la paranoia era un
trastorno independiente que se presentaba con delirios bien sistematizados pero no bizarros,
con un curso crénico pero no degenerativo y con una implicacion leve del afecto y la
voluntad. M3s tarde, Bleuler [17] sugirié que la paranoia era en realidad una forma rara de la
esquizofrenia, asi que para mediados del siglo, en su sentido técnico, el término paranoia
practicamente cayé en desuso. Durante las décadas posteriores, aunque la categoria
diagnodstica habia sido eliminada, los casos obviamente no desaparecieron. Sin embargo, los
pacientes que presentaban estos sintomas eran diagnosticados con esquizofrenia, lo que creé
una gran confusion terminolégica y ha supuesto una de las muchas dificultades para la
investigacion en este campo hasta la fecha. En los afios 70 y 80 del pasado siglo un gran
numero de autores insistieron en que, a pesar de la gran confusién desde la muerte de
Kraepelin, la paranoia existia, era mas frecuente de lo que se habia creido y era posible
diagnosticarla a través de criterios [18-20]. La tercera edicidon revisada del Manual
Diagnostico y Estadistico de los Trastornos Mentales (DSM-III-R, [21]) apoyd esta visidn y su
descripcidon de “trastorno delirante (paranoico)” era muy parecida a la de Kraepelin, excepto
gue ahora se permitia que aparecieran alucinaciones no prominentes. Asi, rebautizada como
trastorno delirante, la paranoia fue firmemente restablecida como categoria diagndstica en
1987 por el DSM-III-R y ha sido aceptada bajo esta denominacidn en el DSM-IV [22] y el DSM-
IV-TR [23].

El concepto actual de trastorno delirante

El trastorno delirante esta caracterizado por la presencia de creencias falsas que se
mantienen con una firme conviccidn a pesar de que exista evidencia en contra y que vienen
tipicamente acompafiadas de una fuerte respuesta emocional y una vigilancia exagerada [14].
Estas creencias delirantes son normalmente monotematicas, estan encapsuladas, y no son de
contenido bizarro, a diferencia de los delirios presentes en la esquizofrenia [24].
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De acuerdo con los criterios del DSM-IV-TR [23], los delirios deben estar presentes al menos
durante un mes y no debe cumplirse el criterio A para la esquizofrenia. Ademas, se pueden
presentar alucinaciones no prominentes, particularmente de naturaleza tactil u olfatoria, que
estan tipicamente relacionadas con el contenido delirante. Por definicidn, en los pacientes
con trastorno delirante no se observa un marcado deterioro funcional y el comportamiento
no es extrafio o bizarro. Pueden presentarse episodios afectivos, pero éstos son breves en
relacién con la duracién de las creencias delirantes. Por ultimo, para el diagndstico de
trastorno delirante, el uso o abuso de sustancias o cualquier condicién médica no pueden ser
los causantes de estos delirios. Se han especificado siete tipos distintos de trastorno
delirante de acuerdo con la temdtica central del delirio: erotomaniaco, de grandiosidad,
celotipico persecutorio, somatico, mixto y no especificado.

Dado que los delirios representan el sintoma principal del trastorno delirante, es importante
definir este término. El DSM-IV-TR considera que un delirio es:

“Una creencia falsa basada en una inferencia incorrecta realizada a partir de una
realidad exterior que se mantiene de forma firme a pesar de lo que casi todo el mundo cree y
a pesar de lo que constituye una prueba incontrovertible y obvia de evidencia en contra. La
creencia no es aceptada normalmente por otros miembros de la cultura o subcultura de la
persona” (p. 299).

No obstante, cada una de las condiciones incluidas en esta definicion o es incoherente, o estd
sujeta a ejemplos en contra bastante significativos [25]. La investigacién ha demostrado
definitivamente que los delirios no son entidades discretas y discontinuas [4] y que son
fendmenos complejos y multidimensionales que no son siempre tan fijos ni tan indiferentes a
la evidencia o la razén [26].

Desde el punto de vista de Oltmanns [27], para determinar la presencia o no de un delirio es
mejor considerar una lista de caracteristicas o dimensiones (ninguna de las cuales es
necesaria ni suficiente) de tal manera que, si se presentan a la vez, pueden proporcionar un
mayor acuerdo sobre la presencia de un delirio. De este modo, cuando una creencia es
implausible, infundada, mantenida firmemente, no compartida por otros, molesta y
preocupante, es muy probable que se trate de un delirio [4]. Esta es solo una de las formas
practicas de definir los delirios que se han propuesto para superar los problemas con las
definiciones actuales mencionadas anteriormente, pero esta definicidn no esta tan aceptada
dentro de la comunidad cientifica como las definiciones del DSM-IV-TR o de la CIE-10.

Los delirios se presentan en una gran cantidad de trastornos psiquiatricos y neurolégicos. Se
consideran sintomas de primer nivel en algunos trastornos psicéticos diferentes del trastorno
delirante, tales como la esquizofrenia (donde el 50% de los pacientes padecen delirios),
trastorno esquizofreniforme o trastorno esquizoafectivo [15]. Los delirios también pueden
presentarse en otros trastornos mentales no psicéticos. Por ejemplo, el 15% de pacientes con
depresion unipolar, el 28% de pacientes con trastorno bipolar y el 30% de pacientes con
trastornos de estrés postraumatico presentan delirios. Estos sintomas también ocurren en
asociacion con algunas condiciones neurofisiolégicas tales como la demencia, la epilepsia del
I6bulo temporal, la corea de Huntington, el Parkinson, la esclerosis multiple y el dafio cerebral
traumatico. Ademas de todo esto, también se ha encontrado que alrededor del 15% de la
poblacion general experimenta delirios de manera regular [4]. Sin embargo, en las ultimas
décadas ha habido una tendencia a considerar los delirios como un fenémeno de interés por
si mismo, mas que un sintoma de una enfermedad mental severa [28], y esto ha permitido un
crecimiento importante en el estudio de los delirios.
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En dltimo lugar, es interesante mencionar que existe cierta evidencia consistente con la idea
de que las experiencias delirantes clinicas y no clinicas estan vinculadas. Por ejemplo, tanto
las experiencias clinicas como las no clinicas se han asociado con los mismos factores de
riesgo clinicos y demograficos, lo que se ha interpretado como evidencia de la existencia de
una “continuidad etioldgica” [29]. De este modo, estudiar las experiencias delirantes no
clinicas podria también ayudar a entender las mds severas y clinicamente relevantes [4].

Epidemiologia del trastorno delirante

El trabajo mads influyente sobre las caracteristicas epidemioldgicas del trastorno delirante
hasta la fecha ha sido el metaanalisis de Kendler [30] en el cual se analizaron 17 estudios
publicados. Posteriormente, De Portugal, Gonzalez, Haro, Autonell y Cervilla [31]
proporcionaron una actualizaciéon, encontrando algunos resultados diferentes. Kendler
estimd que la prevalencia del trastorno delirante se encontraba entre 24-30 casos por cada
100.000habtantes, mientras que De Portugal et al. encontraron casi el doble de prevalencia
en su muestra comunitaria (0,006%). El tipo mas prevalente de trastorno delirante es el
persecutorio, tal y como han demostrado consistentemente varios estudios [31-35]. Por lo
que se refiere a la edad de inicio, la mayoria de estudios estdn de acuerdo en que el trastorno
delirante es predominantemente un trastorno que se inicia en la edad adulta, y las medias de
edad de inicio oscilan entre los 35 y los 55 afos [30-32,36]. Con respecto a la distribucion
entre los sexos, se ha encontrado frecuentemente que el trastorno delirante es mas
prevalente en las mujeres, con ratios mujer/hombre que oscilan entre 1.29 y 3 [31,33-35].
Hasta ahora, sélo un estudio ha encontrado resultados opuestos a estos, informando de un
ratio mujer/hombre de 0.86 [37]. La mayoria de estudios han encontrado que alrededor de la
mitad de los pacientes no estan casados, lo que sugiere una dificultad entre éstos para iniciar
o mantener relaciones personales estables [30,31,33].

Algunos de los factores de riesgo que han sido implicados en el desarrollo del trastorno
delirante incluyen: bajo nivel socioeconédmico, mayor edad, historia familiar de trastornos
psiquiatricos (especificamente esquizofrenia, trastorno de personalidad paranoide y/o
tendencia premdérbida a la celotipia, el recelo o el secretismo), inmigracidn, déficit sensorial
(en particular, sordera) y exposicién a acontecimientos vitales estresantes [31,32].

Por ultimo, se ha encontrado que los indices de comorbilidad psiquiatrica entre pacientes
diagnosticados con trastorno delirante es bastante alta, oscilando entre un 64.8% encontrado
en el estudio de Grover, Biswas y Avasthi [36] y un 46.5% en el de De Portugal et al. [32],
siendo los trastornos del estado de animo los mas frecuentes.

Teorias sobre los delirios

De acuerdo con Bell et al. [25], los modelos tedricos que han surgido en las Ultimas décadas
para explicar los delirios pueden ser agrupados en tres lineas principales. Primero, los
modelos de creencia positiva estdn basados en el estudio de la psicopatologia como una
forma de inferir como tienen lugar los procesos normales. Estos modelos tienen su origen en
la neuropsiquiatria cognitiva y se han centrado en estudiar los delirios monotematicos
relacionados con dafios cerebrales’. Uno de los modelos mas populares dentro de este grupo
es el llamado “Teoria de los dos factores” de Langdon y Coltheart [38]. El segundo grupo de
modelos ha sido denominado modelos de creencia negativa, debido a que estos modelos

! Refiriéndose a falsas identificacién de la imagen en el espejo, somatoparafrenia, delirios de Capgras,
Fregoli y Cotard y delirios de control.
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intentan explicar Unicamente los procesos patolégicos implicados en los delirios, sin vinculo
alguno con los procesos normales. Estos modelos se han centrado tradicionalmente en las
psicosis funcionales o idiopéticasz. Los modelos de Freeman y Garety [39] y de Bentall y
colaboradores [11,40] son sdlo dos ejemplos de las multiples teorias incluidas en este grupo.
Por ultimo, existe un conjunto de modelos que se incluirian en el grupo de las aproximaciones
de continuo que, inspiradas por metodologias epidemiolégicas, buscan predictores y
correlatos de los delirios. Dado que estos ultimos modelos no se refieren a los procesos de
formacidn de los delirios, son compatibles tanto con los modelos de creencia positiva como
con los de creencia negativa. De acuerdo a estos modelos, los delirios no son
cualitativamente diferentes de las creencias normales, sino que representan un extremo en la
distribucién de fendmenos mentales anédmalos en la poblacion [41,42]

Dada la complejidad y heterogeneidad que se puede encontrar en las aproximaciones
tedricas a los delirios merece la pena ofrecer una revision amplia de todos estos modelos.

Modelos neurofisiologicos

En las décadas de los 70 y 80 del pasado siglo se propusieron muchos modelos para explicar
los trastornos delirantes de origen “organico”. Se sugirid entonces que los factores
neurofisioldgicos podrian estar en la base de los trastornos delirantes dado que los delirios
ocurren en muchos trastornos y condiciones que producen dafios a nivel cerebral (p.e. dafios
cerebrales traumaticos o abuso de drogas). Estas correlaciones entre problemas cerebrales y
sintomas delirantes podrian sugerir que una funcién cerebral dafiada puede jugar un papel
importante en la patogénesis de los trastornos delirantes. En linea con esta asuncién, se
demostré que el trastorno delirante puede ser consecuencia de danos o disfunciones en
varias regiones cerebrales. Por ejemplo, las lesiones en el sistema limbico y las estructuras
subcorticales se han asociado tradicionalmente con los delirios [41,43,44]
predominantemente en el hemisferio izquierdo[45]. Sin embargo, no todos los pacientes con
dafios en esas regiones acaban desarrollando delirios, asi que deben existir algunos otros
factores predisponentes [14]. Alternativamente, también se ha venido discutiendo que
existen asociaciones entre danos en el hemisferio derecho y creencias delirantes [46,47].
Concretamente, se ha sugerido que el dano en el hemisferio derecho puede producir una
disfuncidon en un sistema de evaluaciéon de creencias localizado en ese hemisferio [38,47],
como se discutird mas adelante. A dia de hoy puede sugerirse que la regién asociada con el
proceso cognitivo de evaluacion de creencias esta localizada en el |6bulo frontal derecho, y en
linea con esto, se podria predecir que los pacientes con este tipo de delirios deberian tener
un dano frontal derecho [48]. Sin embargo, aunque esta explicacion hemisférica es
consistente con algunos de los hallazgos en delirios que ocurren tras determinados dafios
cerebrales o incluso, en los casos de demencia [49-51] la evidencia a favor de una relacion
funcional tan clara en los delirios idiopaticos todavia no se ha encontrado [52]. Ademas, es
importante resaltar que ninguno de estos resultados se ha puesto a prueba en pacientes con
trastorno delirante.

Es interesante advertir que algunos autores incluso han propuesto que debe existir una
relacién inversa entre dafio neuropsicolédgico y complejidad de los delirios, lo que significaria
que una funcién cognitiva intacta seria una condicién necesaria para que se desarrollaran
creencias delirantes elaboradas [14]. En otras palabras, se cree que el dafio neuropsicoldgico
en el trastorno delirante debe ser minimo porque, si no, los delirios complejos no podrian

2 . s . . . . , ~ .
Refiriéndose a las psicosis desarrolladas en ausencia de ningln dafio cerebral conocido.
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desarrollarse. Asi podria ocurrir que la evaluacidén neuropsicoldgica podria ser la Unica que
arrojara pistas sobre estas disfunciones sutiles que estarian ocurriendo en los pacientes
delirantes. De acuerdo con esto, se podria esperar que los delirios correlacionaran con
pequefios dafios en procesamiento cognitivo (p.e., atencion, aprendizaje y memoria,
percepcion, planificacion, pensamiento légico) pero la investigacion parece no apoyar esta
hipdtesis por el momento. Por desgracia, ninguno de los estudios mencionados ha sido
llevado a cabo en pacientes con trastorno delirante. Todos ellos estudiaron pacientes con
delirios, pero todos estaban diagnosticados con esquizofrenia. Hasta la fecha, los datos
neuropsicolégicos en pacientes delirantes no esquizofrénicos son escasos y los correlatos
neuropsicolégicos de los delirios siguen sin ser identificados, especialmente teniendo en
cuenta los problemas metodolégicos que venimos mencionando [14].

Aparte de estas hipotesis localizacionistas, algunos autores han sugerido que el responsable
de producir los sintomas paranoides podria ser un estado hiperdopaminérgico en el cerebro
[53]. Especificamente, se ha propuesto que estos pacientes podrian tener un sistema
dopaminérgico hiperreactivo [54]. Mas recientemente, algunos autores han concluido que
esta disfuncién dopaminérgica podria tener una base genética. En particular, los
polimorfismos en los genes DRD2, DRD3 y TH parecen jugar un papel en la base genética de
este estado hiperdopaminérgico que produciria los sintomas paranoides [55]. En cualquier
caso, seria necesario poner a prueba esta teoria dopaminérgica especificamente en pacientes
con trastorno delirante, lo cual no se ha hecho hasta la fecha.

Experiencias perceptivas andmalas

Maher [56-59] mantenia que los delirios no se producian a través de un proceso de
razonamiento erréneo, sino que constituian respuestas racionales a experiencias
perceptuales inusuales. Segln este autor, “los delirios deberian verse como la reaccion de un
individuo normal y sano a experiencias perceptuales anormales pero reales” [59]. Maher
propuso que estas experiencias internas inusuales eran de naturaleza fundamentalmente
biolégica. Posteriormente, estos delirios se mantienen de la misma forma que cualquier otra
creencia firme. Son reforzadas gracias a la reduccion de ansiedad que produce el encontrar
una explicacidn a esas experiencias extranas.

En 1997 Ellis y colaboradores encontraron apoyo empirico a este modelo cuando estudiaban
las respuestas de conductancia de la piel en pacientes con delirios de Capgras ante los rostros
de familiares cercanos [60]. Estos autores encontraron que los pacientes mostraban la misma
respuesta autondmica tanto a los rostros familiares como a los desconocidos, lo que fue
interpretado como una anormalidad en su percepcién que podria estar provocando la
formacidn del delirio. De forma similar, también se han encontrado, por ejemplo, defectos en
los procesos de auto-monitorizacidn en personas con delirios de control [61-63]. Sin
embargo, la mayoria de estudios no han encontrado diferencias perceptuales significativas
entre pacientes con delirios y controles sanos [64]. Ademds, no todas las personas que
experimentan percepciones andmalas acaban desarrollando creencias delirantes y, por su
lado, una minoria significativa de pacientes con delirios no informan sobre este tipo de
experiencias [65]. Mas recientemente, el grupo de Bell [66] ha mostrado que los pacientes
con delirios no puntuaban significativamente diferente de los controles sanos en percepcion
anémala medida con la Escala de Percepciones andmalas de Cardiff (CAPS) [65], lo que
constituye la primera evidencia en contra de este tipo de experiencias en la causacién de los
fendmenos delirantes. Hasta donde sabemos, estos resultados no han sido replicados aun.
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En resumen, el modelo de experiencias andmalas es un area de estudio dificil y muy poco
estudiada, la literatura esta fragmentada y le faltan hallazgos consistentes. Aun siendo un
modelo de formacion del delirio elegante, este modelo no puede proporcionar una respuesta
completa a la formacién y mantenimiento de los delirios [4].

Teoria de los dos factores

Coltheart y colaboradores propusieron que las anomalias perceptuales no eran suficientes
para el desarrollo de los delirios y alegaron que debia existir otro factor adicional implicado
[38]. Este modo de pensar estaba basado principalmente en el hecho de que algunos
individuos con experiencias perceptuales andmalas no desarrollaban creencias delirantes. Por
ejemplo, se habia encontrado que los pacientes con lesiones frontales que experimentaban
una falta de respuesta autondémica a los rostros familiares (igual que ocurria con los pacientes
con delirios de Capgras) no mostraban ideacion delirante [67]. Esto también se encontro en
cuanto a experiencias de aplanamiento afectivo sin desarrollar delirios de Cotard, pérdida de
las experiencias de auto-iniciacion de la accidn sin desarrollar delirios de control, experiencias
de miembro fantasma sin negacion delirante de pertenencia de ese miembro vy, finalmente,
experiencias de no reconocer el propio rostro en el espejo o interaccidon errénea con los
espejos sin desarrollar delirios de falsas identificaciones en el espejo [68].

A partir de toda esta evidencia, Langdon, Coltheart y sus colaboradores propusieron que la
perspectiva de Maher estaba incompleta y desarrollaron una teoria de dos factores para
explicar la formacién de los delirios monotematicos de acuerdo con la cual deberian ocurrir
dos anormalidades para que se desarrollasen dichos delirios [38]. El primer factor consiste en
una percepcién aberrante causada por un fallo sensorial o una disfunciéon en los mecanismos
atencionales (una anomalia neuropsicolédgica). De acuerdo con el modelo de Coltheart y sus
colegas, diferentes tipos de experiencias inusuales estdn en la base de diferentes tipos de
delirios. Este primer factor es lo que inicialmente provoca la creencia delirante, y junto con
algunos sesgos cognitivos tales como los atribucionales o los de recogida de datos, es el
responsable del contenido del delirio. El segundo factor explicaria la presencia del delirio y se
supone que es comun para todos los pacientes y delirios. De acuerdo con el modelo, este
segundo factor no depende de sesgos atribucionales ni de recogida de datos. Los autores
defienden que los pacientes con delirios tienen un fallo en la capacidad de descartar una
creencia que es implausible e inconsistente con su conocimiento previo, y este fallo evita que
la persona rechace la creencia delirante incluso ante una fuerte evidencia en contra de ella.
Este segundo factor se supone que emerge como una consecuencia de un déficit en el
razonamiento asociado al cortex frontal derecho [69]. Los primeros datos que apoyaban la
existencia de este dafio en el hemisferio derecho aparecieron en la revisién de Burguess,
Baxter, Rose y Alderman [70] de veintidds casos de delirios, de los cuales, dieciocho tenian
una disfuncion en el Iébulo frontal derecho y dos tenian un dafio bilateral difuso. Algunos
trabajos posteriores han ofrecido un apoyo consistente a favor de una disfuncion de esta
region en diferentes formas de delirios. Por ejemplo, Papageorgiou, Ventouras, Lykouras,
Uzunoglu, y Christodolou [71] estudiaron el componente P300 dado que suponian que era el
“correlato fisiolégico del proceso de actualizar hipdtesis cognitivas, o de la memoria operativa
cuando actualiza lo que se espera del ambiente” (p.366), y encontraron una disminucion
significativa de la amplitud del componente P300 en la regidn frontal derecha de pacientes
con delirios de Capgras y Frégoli. Mas aun, los electrodos situados en esta regién fueron los
Unicos que distinguian pacientes de controles. Posteriormente, Staff y colaboradores [72]
compararon pacientes con Alzheimer con delirios frente a los que no los tenian utilizando
imagenes cerebrales de tomografia por emision de fotén simple (SPET) y encontraron que el
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grupo con delirios mostraba una hipoperfusién en regiones frontales y limbicas derechas. La
implicacién del hemisferio frontal derecho en los delirios ha sido también demostrada en
estudios de casos Unicos [73-77]. Sin embargo, estos hallazgos han sido Unicamente
encontrados en delirios que han resultado de un dafio cerebral o de otra patologia, y no han
sido confirmados en delirios idiopaticos hasta la fecha.

Los propios autores reconocieron que la inclusién de este segundo factor sacaba a la luz el
problema de explicar por qué los delirios son monotematicos (los pacientes con delirios no
los tienen acerca de todo; al contrario, la tematica del delirio suele estar bastante
circunscrita) y la apreciacion de su implausibilidad (los pacientes reconocen que sus creencias
delirantes son extravagantes) que se encuentra en algunos pacientes con delirios. Ademas,
algunos delirios parecen ir y volver dependiendo de diferentes circunstancias. Toda estas
evidencias hicieron a los autores proponer que el sistema de evaluacion de creencias en los
pacientes con delirios no funciona bien, pero no esta totalmente destruido [48,64,69]. De
esta forma, los pacientes a los que se les proporciona evidencia correcta en contra de su
creencia delirante (como en la terapia cognitivo-conductual) pueden rechazarla con éxito.

Finalmente Coltheart y sus colegas incorporaron algunos conceptos motivacionales dentro
del primer factor de su teoria (ver apartado de Modelos Integrativos).

Atencion

Durante mucho tiempo se ha propuesto que los sesgos atencionales pueden jugar un papel
en el desarrollo y mantenimiento de las creencias delirantes. A favor de esto, se ha
encontrado, por ejemplo, que las personas con delirios tienden a realizar un procesamiento
rapido de los estimulos amenazantes [3,11,78]. Otros estudios han sugerido que los pacientes
con delirios puede que vean los estimulos como amenazantes incluso en situaciones que no
lo son. De acuerdo con Gilleen y colaboradores [3] es esta expectativa mantenida de amenaza
en pacientes con delirios persecutorios lo que les lleva a percibir peligro en situaciones
ambiguas o inapropiadas. Sin embargo, se ha encontrado que en los pacientes con delirios
este tipo de sesgos solo aparecen en las etapas iniciales de la orientacion atencional.
Sorprendentemente, en etapas posteriores se ha encontrado que la atencion controlada
tiende a alejarse de la informacidn amenazante [79-82]. Esto se ha interpretado como el
resultado del un sesgo de recogida de datos conocido como el de “saltar a las conclusiones”,
qgue discutiremos mas adelante [83]. Por consiguiente, existe una evidencia consistente a
favor de un sesgo inicial automatico y preatencional hacia la informacién amenazante, pero
un posterior sesgo de atencidn controlada para apartarse del peligro. Esto se ha denominado
como “patrdn de vigilancia-evitacion de informacion relacionada con la amenaza” [84].

Ademas de todo esto, también se ha propuesto que la informacidon auto-referente es
particularmente importante para las personas con delirios [85]. Sorprendentemente, este
foco en la informacion auto-referente se ha encontrado también en individuos con tendencia
al delirio [86] lo que podria indicar que éste es un factor predisponente a la hora de
desarrollar pensamiento delirante. Y dado que los individuos con delirios atienden
selectivamente a la informacidon amenazante y a la informacion auto-referencial, también
tienen un mejor recuerdo de este tipo de datos [83], lo que podria explicar el mantenimiento
de los delirios y su resistencia al cambio.

Pero los individuos con delirios no solo atienden a la informacién amenazante y auto-
referencial, sino que, sobre todo, atienden selectivamente a aquella informacion que
confirma su creencia delirante [87]. En otras palabras, las personas con delirios tienden a
ignorar la informaciéon que va en contra de sus creencias, lo que se ha denominado sesgo
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contra la evidencia desconfirmatoria o sus siglas en inglés BADE (bias agaisnt disconfirmatory
evidence). Este tipo de sesgo ha sido investigado utilizando una variacidon neuropsicoldgica del
subtest de historietas del WAIS-IIl en personas con esquizofrenia y con trastorno
esquizoafectivo [88]. Estos pacientes tendian a no descartar sus interpretaciones iniciales
cuando se les ofrecia informacidn incompatible, al tiempo que mostraban una integracién de
la evidencia confirmatoria similar a la de los controles. En individuos sanos, Buchy,
Woodward, y Liotti [89] encontraron que este sesgo contra la evidencia desconfirmatoria
correlacionaba positivamente con las puntuaciones en el SPQ (Schizotypal Personality
Questionnaire). Haciendo un analisis diferente de sus datos [90], estos autores concluyeron
que el sesgo contra la evidencia confirmatoria es independiente de otras medidas cognitivas
tales como memoria, inteligencia y funciones ejecutivas. Por desgracia, no hay datos
disponibles sobre este sesgo en pacientes con trastorno delirante hasta el momento [24].

Adicionalmente, un estudio reciente ha encontrado que los pacientes con trastorno delirante
y los pacientes con esquizofrenia muestran déficits similares en atencidon verbal y sostenida
comparados con controles sanos, pero esos déficits eran menos severos que los encontrados
en pacientes con esquizofrenia no paranoide [91] lo que apunta a la existencia de un continuo
en la severidad de este tipo de déficit.

Desde un punto de vista evolutivo también se ha sugerido que los sesgos encontrados en los
pacientes con delirios podrian perfectamente provenir de una variacién extrema de los
mecanismos adaptativos de percepcion de la amenaza que han servido para la supervivencia
de la especie humana [84] lo que, de nuevo, apuntaria hacia una vision de continuo de los
delirios.

En resumen, los pacientes con delirios muestran sesgos atencionales sélidos que incluyen una
percepcion de peligro exagerada (incluso en situaciones no amenazantes) y una preferencia
por informacién auto-referente que puede hacerles llegar a conclusiones delirantes; una
posterior evitacion de estimulos amenazantes, que puede utilizarse para reducir la ansiedad
y, de esta manera, mantiene el sistema delirante; un mejor recuerdo de la informacién
amenazante y auto-referente y una evitacion de la informacidon que contradice su creencia
(BADE), lo que explicaria el mantenimiento de los delirios, y, finalmente, ciertos déficit en
atencion verbal y sostenida. En cualquier caso, se necesita mayor investigacidon en esta area
dado que, hasta ahora, la investigacion acerca de los correlatos atencionales de los delirios se
ha llevado a cabo principalmente en pacientes diagnosticados con esquizofrenia, y los datos
en pacientes con trastorno delirante son todavia muy limitados.

Procesos afectivos

En los ultimos afos, los investigadores han comenzado a prestar atencion al papel de los
procesos afectivos en la experiencia delirante [92,93]. Entre este tipo de factores, la ansiedad
y la depresion son los que han recibido un mayor esfuerzo investigador.

Ansiedad

Estd ampliamente aceptado que tanto los pensamientos persecutorios como los ansiosos se
refieren a una anticipacion de la amenaza [94,95]. Ademas, también se ha argumentado que
la ansiedad ayuda a crear pensamientos de contenido paranoide y que ciertos procesos
relacionados con ella contribuyen al mantenimiento y el malestar asociado con este tipo de
experiencias [4]. En general, es un hecho bastante aceptado que la paranoia severa se
construye a partir de componentes emocionales. Es mas, tanto la ansiedad como la paranoia
es posible que compartan unos marcadores genéticos similares [96]. En apoyo de este papel
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de la ansiedad en el desarrollo y el mantenimiento de los delirios se ha encontrado que casi
dos tercios de los individuos con delirios persecutorios tienen un estilo cognitivo que tiende a
la preocupacién [39,97].

En resumen, en este momento, la evidencia de un vinculo entre ansiedad y paranoia es
razonablemente fuerte.

Depresion y Autoestima

Bentall y colaboradores propusieron que las personas con delirios persecutorios construyen
éstos para mantener la autoestima, evitando discrepancias entre como se perciben a si
mismos y como les gustaria ser [11,40]. Esta aproximacion, que considera los delirios como
un tipo de defensa, se basa en dos conceptos principales: el estilo atribucional y la
autoestima. Estos autores consideran que los delirios persecutorios son atribuciones causales
externas que se evocan para prevenir auto-representaciones negativas. Se revisard la
evidencia a favor de la existencia de este sesgo en el estilo atribucional posteriormente (ver
seccion de Razonamiento). En cuanto a la autoestima, Bentall y sus colaboradores
propusieron inicialmente que la funcién defensiva de los delirios deberia resultar en unos
niveles altos o normales de autoestima. Sin embargo, los pensamientos paranoides se han
encontrado sistemdticamente asociados con bajos niveles de autoestima [98] y altos niveles
de depresidn [41,99-103] cosa que no seria de esperar si los delirios sirvieran efectivamente
como defensa. Posteriormente Bentall y su grupo propusieron que la clave estaba en que, en
las personas con pensamiento delirante, existiria una discrepancia entre la autoestima
patente (que seria positiva) y la autoestima encubierta (que seria negativa), lo que ha
mostrado ser un constructo muy dificil de investigar. Dos estudios recientes han encontrado
estas discrepancias entre autoestima patente y encubierta en personas con delirios [15,104]
utilizando una versién adaptada del Test de Asociacién Implicita (IAT) [105]. Otros estudios
también ha apoyado parcialmente esta prediccién usando tareas de Stroop emocional [106] y
el Test de Interferencia Pragmadtica [107,108]. Sin embargo, muchos estudios no han podido
replicar estos hallazgos y otros han mostrado resultados poco concluyentes [78,109,110]. Con
todo, muchos estudios que han tratado de investigar en este concepto han tenido grandes
dificultades a la hora de encontrar un método valido y fiable para medir estas discrepancias
[26].

En general, la evidencia no apoya la hipdtesis de una autoestima normal o alta en personas
con delirios persecutorios tal y como predecia la teoria de Bentall y sus colaboradores. Por
ejemplo, la mayoria de personas con delirios persecutorios muestra una autoestima normal o
baja. Ademas, la depresiéon ha mostrado jugar un papel importante en las puntuaciones en
autoestima de pacientes con pensamientos delirantes, del mismo modo que lo hace en la
poblacion general, lo que apunta hacia un procesamiento emocional normal en estos
pacientes [98]. Finalmente, se ha encontrado que las puntuaciones en conviccidn sobre los
pensamientos delirantes no correlacionan con unos niveles de autoestima patente altos, lo
qgue seria de esperar si los primeros cumplieran un papel defensivo. Con respecto a las
medidas de discrepancia entre autoestima patente y encubierta, los estudios no han
mostrado consistentemente que ésta se presente en los pacientes con delirios persecutorios,
como predice la hipdtesis central de Bentall y su grupo. Sin embargo, los datos son
consistentes con la posibilidad de que existan dos tipos de paranoia.

Llegados a este punto, es interesante discutir estos dos tipos de paranoia propuestos
originalmente por Trower & Chadwick [111] y denominados respectivamente paranoia del
tipo “pobre de mi” y del tipo “malo de mi”. En ambos tipos la idea central es que los demas
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planean causar algun tipo de dafio a la persona. De acuerdo con estos autores, sin embargo,
la diferencia entre los dos tipos de paranoia residiria en si la persona cree merecer o no ese
dafio por parte de los demads. En la paranoia del tipo “pobre de mi”, la persona veria la
maldad y el maltrato por parte de los otros como no merecido, mientras que en la paranoia
del tipo “malo de mi” el individuo percibiria esta maldad como merecida por ser perverso o
indigno. Esta teoria predice que la paranoia del tipo “malo de mi” estaria caracterizada por
una baja autoestima, una evaluacidon negativa de los otros y unos niveles altos de
autoevaluacién negativa, ansiedad y depresion.

En apoyo a esta aproximacidn, Freeman y colaboradores [95] encontraron que las personas
con esquizofrenia o trastornos relacionados que pensaban que merecian ser dafados
(paranoia del tipo “malo de mi”) estaban significativamente mas deprimidos y tenian niveles
mas bajos de autoestima que aquellos que no pensaban que merecian sufrir danos.
Posteriormente, Chadwick, Trower, Juusti-Butler, & Maguire [112] replicaron estos resultados
cuando encontraron que la paranoia del tipo “malo de mi” correlacionaba con niveles mas
altos de autoevaluaciones negativas, ansiedad y depresidn, y niveles mds bajos de
autoestima. Mas aun, estos autores encontraron que las diferencias entre los grupos en
autoevaluaciones negativas y autoestima persistieron después de controlar las puntuaciones
por depresidn, lo que indica que estos dos factores pueden ser independientes en personas
con delirios. Sin embargo, la asunciéon de que estos dos tipos de paranoia pueden ser
patrones estables fue cuestionada cuando Melo, Taylor y Bentall [113] encontraron que la
percepcion de si se merece o no la persecucién varia a lo largo del tiempo, lo que significa
que un mismo paciente podria mostrar paranoia del tipo “pobre de mi” o del tipo “malo de
mi” en diferentes momentos. Parece ser que esto depende de las experiencias previas diarias
tal y como Bentall y Kaney [114] habian demostrado previamente utilizando un disefio de
priming. Por desgracia, no se tomaron medidas de autoestima en el estudio de Melo vy
colaboradores [113] por lo que solo se pueden hacer inferencias acerca de las puntuaciones
en la percepcién de si merecian el dafio o no, asumiendo que la autoestima correlacionaria
con ellas del modo que predice la “teoria del ciclo atribuciones-autorepresentaciones” de
Bentall et al., [11] (ver seccidon de Razonamiento).

En resumen, a dia de hoy existe considerable evidencia de que el afecto y los procesos
relacionados con él tienen un papel muy importante pero no defensivo en el desarrollo del
pensamiento paranoide. Los datos actuales apoyan la nocion de que es probable que exista
una relacion circular, siendo la baja autoestima y la depresion solo dos de los multiples
factores de vulnerabilidad para desarrollar paranoia la cual, por su parte, disminuiria la
autoestima e incrementaria la depresion todavia mas [4]. Sin embargo, debe hacerse notar de
nuevo que la mayoria de los estudios mencionados se llevaron a cabo con pacientes
psicoticos en general, y se sabe muy poco acerca de este tipo de relaciones especificamente
en el trastorno delirante.

Factores motivacionales

La necesidad de cierre (en inglés “need for closure” o NFC) ha sido definida como un factor
motivacional que contribuye al sesgo de “saltar a las conclusiones” que esta presente con
frecuencia en los pacientes con delirios [115]. Esta necesidad de cierre fue definida
originalmente por Kruglanski y colaboradores para referirse a un deseo de certeza [116,117].
En efecto, se ha encontrado que los individuos con delirios muestran niveles mas altos de
esta necesidad de cierre que los controles [15,115,118-121] lo que, junto el sesgo de saltar a
las conclusiones haria que los pacientes con delirios fueran muy rigidos cognitivamente a la
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hora de tomar decisiones. Todos estos estudios apoyan la idea de que los factores
motivacionales juegan un papel fundamental en el desarrollo de los delirios. Sin embargo, la
flexibilidad cognitiva en si misma no ha sido apenas estudiada en pacientes con trastorno
delirante por el momento [24].

Razonamiento

Algunos investigadores han intentado identificar si existen sesgos o déficit en el razonamiento
de los individuos con trastorno delirante. Sin embargo, tal y como Kemp y sus colaboradores
apuntaron [122] los pacientes con delirios no los tienen acerca de todo, asi que no puede
existir un déficit global en las capacidades de razonamiento. Si esto fuera cierto, podria
ocurrir que estos déficit cognitivos, siendo tan sutiles, podrian ser solo detectables a través
de una evaluacion neuropsicoldgica, lo que justificaria un mayor esfuerzo investigativo en
esta area.

Las teorias propuestas acerca de las anormalidades neurocognitivas presentes en los delirios
podrian dividirse en tres lineas principales: las teorias de razonamiento probabilistico (saltar a
las conclusiones — en inglés, Jumping to Conclusions 6 JTC-), la teoria de los sesgos
atribucionales y la Teoria de la Mente (en inglés, Theory of Mind 6 ToM) (Kunert et al., 2007).

Se ha encontrado de manera consistente que las personas con delirios requieren menos
cantidad de informacion antes de tomar una decisién comparados con controles sanos [26].
Se ha planteado la hipdtesis de que este sesgo a la hora de recopilar informacion conlleva una
aceptacion muy rapida de las creencias, incluso a pesar de que haya poca evidencia que las
apoye, y de esta forma, podria ser un factor a la hora de desarrollar y mantener los delirios.
En otras palabras, los sesgos en la recopilacién de datos podrian plausiblemente afectar la
formacion y el mantenimiento de creencias permitiendo la aceptacion rapida de explicaciones
implausibles [4]. También se ha propuesto que este sesgo de saltar a las conclusiones podria
estar particularmente asociado con la dimensidn de conviccion de los delirios [123] y se cree
gue no depende de una toma de decisiones impulsiva ni es una consecuencia de un déficit de
memoria [26].

Es interesante que este mismo sesgo de saltar a las conclusiones se ha encontrado también
en pacientes con esquizofrenia no paranoide [124], pacientes en los que los delirios han
remitido [125] y familiares de primer grado de pacientes con psicosis [126]. Ademas, este
sesgo puede ocurrir también en personas sanas, pero los pacientes delirantes parecen tener
la desventaja de un procesamiento de informacion sesgado, lo que les hace aceptar estas
explicaciones implausibles mas facilmente [127] y esto podria explicar la presencia del sesgo
de saltar a las conclusiones cuando los delirios no son manifiestos.

El razonamiento probabilistico ha sido estudiado principalmente utilizando un paradigma
bayesiano. Los estudios que han utilizado este paradigma han mostrado consistentemente un
sesgo de saltar a las conclusiones tanto en personas con delirios como en pacientes con
esquizofrenia y trastorno delirante. Sin embargo, estos estudios muestran que, como grupo,
las personas con delirios responden de acuerdo con las normas bayesianas, en contraste con
una forma mas conservadora de comportarse de los controles sanos. En general, estos
hallazgos deben ser interpretados como evidencia a favor de la existencia de una tendencia o
sesgo (no un déficit) hacia la aceptacidon temprana de hipétesis que pueden contribuir, bajo
ciertas condiciones, a inferencias erréneasy, por lo tanto, a la formacidn de delirios [26].

Otras tareas empleadas para investigar los sesgos de razonamiento en personas con delirios
incluyen las de estimacién de probabilidad, comprobacion de hipdtesis, razonamiento
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inductivo y recopilacién de datos y pensamiento légico. Tomando en consideracién los
resultados de todos los estudios en conjunto podemos llegar a la conclusion de que las
personas con delirios no tienen un sesgo en el razonamiento probabilistico, sino que mds bien
tienen un sesgo a la hora de recopilar informacion.

Estilo atributicional

Los sesgos atribucionales han sido estudiados extensivamente en las personas con delirios,
aunque especialmente en el drea de los delirios persecutorios [25]. La literatura sobre el
estilo atribucional desarrollada por Bentall y su grupo ha estado intimamente ligada a la
teoria de que los delirios sirven como defensa, pero, como ya hemos comentado, un sesgo en
el estilo atribucional no tiene por qué necesariamente servir una funcién defensiva. Dentro
de la teoria del delirio como defensa se proponia que un estilo atribucional caracterizado por
culpar a otras personas de los sucesos negativos y atribuirse a uno mismo los positivos estd
implicado en los delirios persecutorios. Bentall y colaboradores describieron este sesgo como
una forma extrema del sesgo de autocomplacencia que estad presente en toda la poblacién
como una forma de mantener la autoestima [40]. Esto apoyaria la visién de continuum de los
delirios también en lo que se refiere a estilo atribucional. Sin embargo, la cuestion no es si los
individuos con delirios tienen este sesgo de autocomplacencia para los eventos positivos, sino
si se hacen atribuciones externas para los negativos, dado que los pensamientos paranoides
tienen un contenido negativo.

De acuerdo con las ultimas modificaciones del modelo atribucional de la paranoia, las
atribuciones causales y las autorepresentaciones interactuarian en un proceso dindmico
denominado “ciclo de atribucidn-autorepresentacion” [11]. Seglin este modelo, las
atribuciones y, por consiguiente, las autorepresentaciones, cambian con el tiempo, vy
diferentes tipos de atribuciones tendrian diferentes efectos sobre la disponibilidad actual de
las autorepresentaciones. Especificamente, las atribuciones internas facilitarian la
recuperacion de las representaciones referidas a uno mismo y, de este modo, incrementarian
las discrepancias entre lo que el individuo es en realidad y lo que le gustaria ser. Por otro
lado, las atribuciones externas y personales resultarian en una percepcion de actitudes
negativas de los otros hacia uno mismo, e incrementarian las discrepancias entre uno mismo
y los otros (como ocurre en los delirios persecutorios). Finalmente, las atribuciones externas y
situacionales no favorecerian la recuperacion de autorepresentaciones negativas ni de
percepciones de las actitudes de los otros hacia uno mismo.

Aunque algunos estudios han encontrado que las personas con pensamiento delirante, las
personas con tendencia al delirio y los familiares de primer grado de pacientes psicéticos
muestran un sesgo hacia las atribuciones externas [78,128], otros estudios no han
encontrado esas diferencias [103,129,130]. Por otro lado, también se ha encontrado que los
pacientes con delirios estan particularmente inclinados a culpar a otras personas en lugar de
a las situaciones o a la suerte, especialmente cuando se trata de eventos negativos y cuando
el material es autoreferente [26]. Mas aun, Langdon y colaboradores [131] encontraron
sesgos hacia el exterior en pacientes con delirios severos y moderados, pero no los
encontraron en pacientes con delirios leves, lo que sugiere que este efecto puede ser
especifico a la severidad de la sintomatologia [25] y, de nuevo, apunta hacia la visién de
continuo que venimos exponiendo.

En resumen, no hay una evidencia empirica firme de que los delirios persecutorios estén
asociados con un estilo atribucional externalizante excesivo para los eventos negativos en las
personas con trastorno delirante [4,24].
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Teoria de la Mente (ToM)

Frith [63] propuso que los delirios de referencia y persecutorios nacen de una incapacidad de
representar las creencias, los pensamientos y las intenciones de los demds, esto es, de un
déficit en la Teoria de la Mente [26]. La teoria de la mente se refiere a la capacidad de
entender los estados mentales (las creencias, deseos, sentimientos e intenciones) en uno
mismo o en los otros [132]. Esta aproximacién sugiere que, dado que las personas con
ideacién persecutoria tienen ciertos problemas a la hora de entender las intenciones o los
pensamientos de los otros, quiza el mecanismo para determinar los estados mentales ajenos
es la causa de los pensamientos persecutorios. Sin embargo, aunque los déficit en teoria de la
mente pueden estar presentes en personas con delirios persecutorios, no son ciertamente ni
especificos ni necesarios para que se produzcan estas experiencias y su presencia en personas
con pensamientos paranoides puede estar ligada en realidad a la presencia de sintomas
negativos y trastornos del pensamiento [4]. De hecho, se ha encontrado que los déficits en
teoria de la mente correlacionan con los sintomas psicéticos negativos, pero no con los
positivos [26]. Mas aun, los déficit en teoria de la mente parecen ser mas un estado que un
rasgo [133] ya que los pacientes en remisidn sintomatica tuvieron un rendimiento tan bueno
como los controles en tareas de teoria de la mente [134,135] y estos déficit generalmente no
estan presentes en familiares no afectados de pacientes psicoticos [136]. Solo dos estudios
han investigado la teoria de la mente en pacientes con trastorno delirante [79,137] v,
tomando los resultados en conjunto, se puede concluir que la teoria de la mente en los
pacientes con trastorno delirante esta generalmente intacta. Pero, de nuevo, la mayoria de
los hallazgos han sido obtenidos en pacientes con esquizofrenia y deberian ser investigados
mas a fondo y replicados en pacientes con trastorno delirante.

Modelos integradores de los delirios
Modelo Cognitivo de los delirios persecutorios de anticipacion de la amenaza.

El hecho de conceptualizar los delirios como creencias ha posibilitado una enorme apertura
tedrica hacia el estudio psicolégico de estos fendmenos. El modelo de anticipacién de Ila
amenaza [12,13,138] se construye explicitamente sobre la idea de que existen multiples
factores responsables del desarrollo y el mantenimiento de la paranoia. Ademas, el modelo
atiende a la naturaleza multidimensional de las experiencias persecutorias. Existen factores
especificos que influyen en el contenido del delirio, en la conviccién con que se mantiene la
idea delirante, en la persistencia y en el malestar asociado a ella. Es mas probable que las
ideas persecutorias se conviertan en un delirio cuando existen sesgos en el razonamiento
tales como una recopilacion de datos reducida (saltar a las conclusiones) [26,138], un fallo a
la hora de generar o considerar explicaciones alternativas de las experiencias [139] y un
fuerte sesgo de razonamiento confirmatorio ([140]. De acuerdo con este modelo, la ansiedad
rasgo tiene un papel directo en la formacidn de los delirios persecutorios y el mantenimiento
de los mismos también estd relacionado con ciertos tipos de reacciones emocionales. Dado
gue los delirios son creencias de amenaza, se mantendrdn por medio de los mismos procesos
gue mantienen la ansiedad tales como la autofocalizacion y los comportamientos de
seguridad [141]. Dicho de forma breve, este modelo establece que los factores psicoldgicos
implicados en la formaciéon y el mantenimiento de los delirios persecutorios incluyen
experiencias andmalas producidas por disfunciones cognitivas o drogas [63,142], procesos
afectivos tales como ansiedad, preocupacién y sensibilidad interpersonal, sesgos de
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razonamiento, como confirmacién de creencias, saltar a las conclusiones e inflexibilidad en
las creencias, y factores sociales como el aislamiento o ciertos traumas.

Integracion de teorias motivacionales y de déficit del delirio.

McKay y colaboradores [15] propusieron que la vision mas completa acerca de la formacién
de los delirios implicaria que las aproximaciones motivacionales y de déficit se unificaran de
una forma tedrica. Los factores motivacionales estarian relacionados con las discrepancias
entre la autoestima patente y la encubierta (cumpliendo una funcién defensiva) y la
necesidad de cierre (NFC). Estos motivos afectarian al primer factor dentro de la teoria de los
dos factores de Coltheart y colaboradores, produciendo una percepcién anémala del entorno.

Estructura cognitiva y afectiva de los delirios paranoides.

Bentall y colaboradores [143], en un intento innovador de estudiar los delirios, utilizaron un
disefo transdiagndstico para investigar los factores cognitivos y emocionales relacionados
con estos sintomas a lo largo de los trastornos del espectro de la esquizofrenia y en pacientes
con depresién. Utilizando modelos de ecuaciones estructurales llegaron a la conclusion de
que tanto los factores cognitivos como los factores afectivos contribuyen a la hora de
desarrollar y mantener los delirios y lo hacen de manera independiente. Sus analisis
mostraron que los delirios estdn asociados con una combinacién de estilos de pensamiento
pesimista (baja autoestima, estilo explicativo pesimista, emociones negativas) y una ejecucion
cognitiva dafiada (funcion ejecutiva, saltar a las conclusiones y teoria de la mente).

Neuropsicologia y trastorno delirante.

La precisién y sensibilidad de las técnicas neuropsicoldgicas las convierte en herramientas con
mucho valor a la hora de investigar alteraciones comportamentales pequefias y algunas veces
muy sutiles [144]. Tal y como venimos discutiendo, la investigacién en neuropsiquiatria
cognitiva ha mostrado que al menos algunos delirios son de origen neuropsicolégico [15]. Sin
embargo, a lo largo del presente trabajo hemos venido repitiendo el hecho de que la
investigacidon neuropsicoldgica con personas que sufren trastorno delirante es muy escasa,
esta fragmentada, las muestras son pequefias y los resultados estdn diseminados a lo largo de
multiples teorias y modelos.

Existen muy pocos ejemplos de investigacidn neuropsicoldgica en pacientes con trastorno
delirante y los describiremos brevemente a continuacion.

Evans y colaboradores [145] compararon catorce sujetos con trastorno delirante y cincuenta
pacientes diagnosticados con esquizofrenia ajustando la edad y la edad de inicio del
trastorno. Estos autores no encontraron diferencias significativas entre ellos en factores tales
como la atencidn, las habilidades motoras, la psicomotricidad, la memoria, la abstracciény la
flexibilidad. Las puntuaciones en las tareas neuropsicoldgicas fueron ligeramente superiores
en el grupo de pacientes con trastorno delirante, pero la muestra era demasiado pequefia
para que las diferencias fueran estadisticamente significativas.

Herlliz y Forsell [146] estudiaron la memoria episddica de sesenta y seis pacientes ancianos,
algunos de los cuales se sospechaba que cumplian criterios para trastorno delirante (n=33).
Ellos encontraron que la memoria episddica estaba ligeramente dafiada en los pacientes que
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se sospechaban con trastorno delirante, particularmente en el recuerdo libre, mientras que
no existian otros tipos de déficits cognitivos.

Fujii, y su grupo [147] estudiaron dos pacientes con trastorno delirante de tipo erotomaniaco
utilizando del Wisconsin Card Sorting Test (WCST). Encontraron que ambos pacientes
mostraban déficits en flexibilidad cognitiva y aprendizaje asociativo, tal y como lo mostraban
las puntuaciones en el citado test. Estos resultados sugerian un déficit en la funcién ejecutiva,
lo que replicaba los datos aportados previamente por Jibiki et al. [148] que mostraban una
relacion entre bajas puntuaciones en el WCST y disfunciones cognitivas frontales en un
paciente con delirios monosintomaticos. Fujii y colaboradores concluyeron que la erotomania
podia estar asociada con déficits en flexibilidad cognitiva y aprendizaje asociativo mediados
por los sistemas frontales subcorticales. Este déficit en flexibilidad cognitiva podria contribuir
al mantenimiento de las creencias delirantes.

Conway y colaboradores [64] no encontraron diferencias significativas en habilidades
sensoriales y razonamiento complejo (utilizando el lowa Gambling Task) entre pacientes con
trastorno delirante (n=10) y controles sanos. Estos autores concluyeron que los pacientes con
trastorno delirante podrian tener un “set cognitivo” que les predispone a llegar a una
conclusion con una evidencia significativamente menor que los sujetos normales. Ademas,
estos resultados sugieren que el estilo de razonamiento se extiende a situaciones y eventos
mas alla de la tematica delirante.

Mas recientemente, Lapcin y colaboradores han publicado los resultados de dos estudios en
los que comparaban pacientes con trastorno delirante, pacientes con esquizofrenia
paranoide, pacientes con esquizofrenia no paranoide y controles sanos en variables
neuropsicoldgicas [91,149]. Por un lado, no encontraron diferencias entre los pacientes con
trastorno delirante y pacientes con esquizofrenia de ambos subtipos en atencién verbal
sostenida, estando todos los grupos por debajo de los controles en las medidas atencionales.
Por otro lado, estos autores no encontraron diferencias en aprendizaje verbal y memoria
entre pacientes con trastorno delirante y pacientes con esquizofrenia paranoide, pero ambos
grupos estaban por debajo de los controles y por encima de los pacientes con esquizofrenia
no paranoide. Estos resultados, de nuevo, apoyan la visidon de continuo de sintomas y déficit
entre la poblacidn general y diferentes tipos (o severidad) de trastornos.

Discusion general

La relacidn entre las lesiones en diferentes regiones del cerebro y los delirios relacionados
con el dafio cerebral (delirios monotematicos) se ha comprobado en repetidas ocasiones. Sin
embargo, estas mismas regiones no han sido exploradas extensivamente en pacientes con
trastorno delirante por el momento. Dado que los deterioros de regiones como el sistema
limbico y las estructuras subcorticales del hemisferio izquierdo [43-45] se han relacionado con
los delirios monotematicos, seria interesante estudiar estas mismas regiones en pacientes
con trastorno delirante, y esto podria hacerse a través de la evaluacién neuropsicoldgica (por
ejemplo, evaluando las funciones ejecutivas). Ademas, tal y como se ha mencionado
anteriormente, la investigacidon en otras funciones tales como la atencién, el aprendizaje, la
memoria, la percepcidn, la planificacién y el pensamiento légico podria darnos algunas pistas
de algunos deterioros neuropsicoldgicos sutiles que podrian estar presentes en individuos
con delirios, y que se suponen que estan intactos en los pacientes con trastorno delirante (a
pesar de que apenas se han investigado). Mas aun, las caracteristicas neuropsicoldgicas de los
pacientes con trastorno delirante podrian ayudar a clarificar el correspondiente
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endofenotipo, lo que podria, por su lado, ayudar en la investigacidon genética tanto de este
como de otros trastornos psicéticos [150].

De acuerdo con Maher, los delirios provienen primariamente de anormalidades
neuropsicoldgicas que resultan en precepciones andmalas [56-59]. La vision de Maher podria
encontrar apoyo empirico si se encontraran estas disfunciones perceptuales de origen
neuropsicoldgico, pero hasta la fecha, esto no se ha investigado en pacientes con trastorno
delirante.

Coltheart y colaboradores [69] propusieron que, junto con una anomalia perceptual, un
segundo factor deberia estar presente para que un delirio ocurriera. Este segundo factor se
refiere a un dafio en el sistema de evaluacién de creencias asociado con el cértex frontal
derecho, y, tal y como se ha mencionado anteriormente, esta alteracion ya se ha encontrado
en los delirios monotematicos de origen neurofisioldgico, pero no ha sido investigado hasta la
fecha en pacientes con trastorno delirante. Tal y como ya se ha expuesto, las herramientas
neuropsicolégicas podrian ayudar a clarificar el papel de esta regién en los delirios
funcionales.

Con respecto a los sesgos atencionales, se ha encontrado consistentemente que las personas
con delirios muestran ante los estimulos amenazantes una percepcion exagerada [3,11,78],
una excesiva atencién [87] y un mayor recuerdo de estos contenidos [83], al tiempo que
evitan informacidon que podria desconfirmar sus creencias delirantes [88-90], lo que
contribuye a la formacidén y mantenimiento de los delirios. La investigacidn neuropsicolégica
con pacientes diagnosticados con trastorno delirante podria proporcionar informacién acerca
de cdmo estos pacientes atienden a la informacidn, tanto si ésta es relevante o no respecto al
contenido de su delirio. Si el procesamiento atencional esta dafiado en estos pacientes
independientemente del contenido de la informacidn, esto significaria que la disfuncionalidad
no esta restringida al delirio y que el déficit cognitivo en los pacientes con trastorno delirante
es extensivo en lugar de limitado, pero, de nuevo, esto no ha sido explorado hasta la fecha en
pacientes con trastorno delirante.

El papel de los factores afectivos tales como la ansiedad y la depresion en los delirios ha sido
estudiado de forma extensiva y a dia de hoy es posible concluir que existe una relacion
circular entre los sintomas y las emociones [4].

Las teorias que se refieren a los déficits o los sesgos en el razonamiento de los pacientes con
delirios serian posiblemente las mas favorecidas a la hora de beneficiarse de los resultados de
la investigacién neuropsicolégica en los pacientes con trastorno delirante. Hasta la fecha, la
investigacion ha demostrado consistentemente que existen sesgos de razonamiento en las
personas con delirios (tanto en personas con esquizofrenia como en pacientes con trastorno
delirante) que se describen mas exactamente como sesgos a la hora de recopilar datos, esto
es, una tendencia de las personas con delirios a recoger menos evidencia que los controles de
modo que “saltan a las conclusiones” [26,123]. Pero este sesgo de saltar a las conclusiones
podria depender de factores de impulsividad o motivacionales que todavia no han sido
estudiados en pacientes con trastorno delirante [11,151]. Mas aun, se ha argumentado que
este sesgo de saltar a las conclusiones junto con la necesidad de cierre motivacional, que han
sido consistentemente encontrados en pacientes con delirios [115] podrian contribuir de
forma conjunta para desarrollar un sistema cognitivo rigido. Sin embargo, la flexibilidad
cognitiva no ha sido explorada extensivamente en pacientes con trastorno delirante hasta la
fecha.

Asimismo, también se ha encontrado evidencia en apoyo de un sesgo atribucional en
personas con delirios persecutorios, lo que les lleva a culpar a agentes externos de los
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eventos negativos [78,128], especialmente cuando se trata de informacién autoreferencial
[26]. Ademas, las personas con delirios persecutorios o de cualquier otro tipo podrian tener
dificultades a la hora de representar los estados mentales de los demas (déficits en teoria de
la mente), aunque estos déficits podrian estar relacionados con un factor de razonamiento
mas general. Pero este factor de razonamiento general no ha sido estudiado en pacientes con
trastorno delirante por ahora. De este modo, hoy no se puede concluir si los pacientes con
trastorno delirante muestran un problema de razonamiento especifico o general. Estudiar los
déficits atribucionales y de teoria de la mente especificamente en pacientes con trastorno
delirante completaria el marco general y aclararia el papel de esos factores en la formacién y
el mantenimiento de los delirios.

Por ultimo, los estudios mas recientes que han utilizado pacientes dentro del espectro de la
esquizofrenia han mostrado que los delirios estan directamente relacionados con una funcién
ejecutiva dafiada [143]. Sin embargo, hasta la fecha, existe una evidencia muy limitada sobre
las funciones ejecutivas en los pacientes con trastorno delirante [14]. Dado que éstas estan
directamente vinculadas a la sintomatologia del trastorno delirante, los aspectos de la
funcidn ejecutiva tales como la toma de decisiones, la impulsividad, la rigidez, las dificultades
en cambiar el foco de atencién y los déficits o sesgos de memoria se convierten en aspectos
esenciales que deberian ser investigados utilizando medidas neuropsicoldgicas en pacientes
con trastorno delirante.

Conclusiones

La investigacidn empirica, y, especificamente, la neuropsicoldgica en pacientes con trastorno
delirante es muy infrecuente. Sin embargo, la evaluacién neuropsicoldgica podria suponer un
apoyo definitivo a algunas de las teorias que se han mencionado en la presente revision.
Todas las aproximaciones tedricas mencionadas se podrian beneficiar de la investigacion de
los correlatos neuropsicoldgicos del trastorno delirante, proporcionando nueva informacion
sobre los delirios que no ha sido ofrecida hasta la fecha.

Estando totalmente de acuerdo con McKay, nosotros también nos preguntamos si la
neuropsicologia podria dar una explicacidon adecuada a todos los delirios.
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Resumen

Introduccidn. La deteccion visual de estimulos depende fundamentalmente del contraste
y excentricidad en el campo visual de los mismos. En personas jovenes, se ha mostrado
gue la deteccion de los estimulos empeora conforme disminuye el contraste y aumenta la
excentricidad de los estimulos. Objetivo. Estudiar los efectos de la edad en la deteccién
de estimulos que varian en contraste y excentricidad, asi como los efectos de la atencién
encubierta en la deteccion de los mismos. Métodos. En dos grupos de voluntarios con
visién normal y edades medias de 19 y 66 afios, respectivamente, se estudiaron los
tiempos de respuesta a la presentacion de estimulos (circulos grises de 0.52 de didmetro)
presentados en tres excentricidades (2.15, 3.83 y 5.532) y con tres niveles de contraste (6,
16 y 78%). Resultados. En ambos grupos de edad, los tiempos de respuesta se
incrementaron conforme disminuyd el contraste y aumentd la excentricidad de los
estimulos. En comparacion con los jovenes, el grupo de mayor edad mostré tiempos de
respuesta superiores en todos los estimulos, siendo este aumento significativo en los de
menor contrate (6%). En los jovenes, la atencidon encubierta redujo los tiempos de
respuesta en todos los estimulos presentados, mientras que en el de mayores, la
reduccidon se observé fundamentalmente en los estimulos de mayor excentricidad.
Conclusiones. La edad retarda la deteccion visual de los estimulos, especialmente los de
bajo contraste y focaliza los beneficios de la atencion visual encubierta a los estimulos de
mayor excentricidad.

Palabras clave. Atencién encubierta. Envejecimiento. Tiempo de respuesta. Vision.
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Introduccion

En un estudio realizado en adultos jévenes hemos mostrado un método sencillo para estudiar
como el contraste y la excentricidad de los estimulos, presentados en la retina central,
influyen en su deteccidon por el sistema visual [1]. Asi, hemos demostrado que la disminucién
del contraste y el aumento de la excentricidad de los estimulos en el campo visual disminuyen
la deteccion de los mismos, reflejado por un aumento de los tiempos de respuesta tras su
presentacion.

Manteniendo la mirada fija en un punto del campo visual, somos capaces de prestar
atencion a objetos situados en zonas periféricas al punto de fijacién. Esto se conoce como
atencion encubierta [2]. Diversos estudios han evidenciado que la atencién encubierta a
estimulos visuales mejora su deteccidn y percepcién. Asi, se ha mostrado que la atencién
aumenta la percepcidn del contraste de luminancia [3,4,5] y de color [6] de los estimulos. La
atencion también mejora la localizacion de los estimulos visuales atendidos dentro de una
escena visual compleja [7]. La atencién visual espacial depende, fundamentalmente, de Ia
activacidn de areas parietales dorsales y frontales dorsolaterales y de sus conexiones con la
corteza visual [7,8,9].

La atencidn visual encubierta forma parte de lo que se denominan como procesos
cognitivos cerebrales. Las capacidades cognitivas humanas estdn influenciadas por la edad y
muestran un proceso de desarrollo en los primeros afios de vida que depende de la
maduracién y refinamiento de circuitos cerebrales especificos [10]. La actividad de estos
circuitos se altera con el envejecimiento, lo que conlleva el deterioro de los procesos
cognitivos asociados. El modelo experimental de deteccién visual desarrollado por nosotros
[1] es especialmente apropiado para el estudio de la atencién encubierta. Dado que la
atencion mejora la percepcion de los estimulos, cabria esperar que los tiempos de respuesta
a la presentacidn de los estimulos disminuyan cuando estos son atendidos. Por otra parte, los
efectos beneficiosos de la atencidn pueden verse afectados por el envejecimiento normal. El
presente trabajo ha analizado en primer lugar los efectos de la edad en la deteccion de
estimulos visuales, que varian en contraste y excentricidad en el campo visual. En segundo
lugar, se han investigado los efectos del envejecimiento en la atencidn visual. Para ello, el
estudio se ha realizado en adultos jovenes y en mayores de 60 afios.

Métodos

Dos grupos de 20 voluntarios sanos han participado en el presente estudio. El primer grupo
estuvo constituido por 10 hombres y 10 mujeres, con edades comprendidas entre 19 y 20
afios (media * desviacion tipica 19.05+0.05 afos). El segundo grupo lo constituyeron 10
hombres y 10 mujeres, con edades comprendidas entre 60 y 73 afios (66.410.7 afios). Todos
los sujetos presentaron una agudeza visual normal y dieron su conformidad por escrito para
participar en los experimentos.

Estimulos y procedimiento. En condiciones fotdpicas (habitacién con luz artificial atenuada)
los participantes se sentaron a una distancia de 114.5 cm frente a un monitor de rayos
catddicos de 24x32 cm, esto subtiende un dngulo visual de 11.84x15.612. Sobre un fondo gris,
con luminancia de 28.87 Cd/m?, se presentd en el centro de la pantalla una cruz roja de un
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tamafio de 0.5 grados de angulo visual. El monitor se desplazé verticalmente hasta situar la
cruz a la altura de los ojos de cada sujeto.

En una primera prueba, utilizada como control, se estudié la deteccidén de estimulos
visuales que variaron en su contraste, y localizacion en el campo visual. Consistido en
responder apretando el botédn de un mando a la presentacién de los estimulos, manteniendo
la mirada fija en la cruz central durante la realizacién de la misma. Los estimulos, un circulo
gris con un didmetro de 0.5 grados de angulo visual, se presentaron de forma secuencial para
cada una de las 24 posiciones utilizadas, distribuidas en 8 coordenadas polares (0, 45, 90, 135,
180, 225, 270 y 315 grados de una circunferencia) y 3 excentricidades (2.15, 3.83 y 5.53
grados de angulo visual). En cada posicion, el estimulo se presentd durante 100 ms, con 3
niveles de luminancia (3.57, 20.90, y 25.60 Cd/mz). En total se presentaron 72 estimulos a
cada uno de los 40 participantes (Fig. 1).
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Figura 1. Diagrama que muestra el punto de fijacion de la mirada (cruz central) y las 24 posiciones donde
se presentaron los estimulos con tres niveles de contraste. En la parte derecha de la figura se muestran
tres ejemplos de estimulos utilizados: A) estimulo de 5.532 de excentricidad y 78% de contraste; B)
estimulo de 3.83% de excentricidad y 16% de contraste; C) estimulo de 2.15° de excentricidad y 6% de
contraste.

Seguidamente, en una segunda prueba se estudiaron los efectos de la atencidn
encubierta en la deteccion de los estimulos. En este caso, los estimulos (de tamafio, y
luminancias idénticas al experimento anterior) sélo se presentaron en la coordenada polar de
909, en las tres excentricidades anteriores. Con el objeto de presentar un numero de
estimulos igual de la prueba de deteccion, cada estimulo se presenté 8 veces. Para favorecer
la atencion encubierta, antes de la presentacion de los estimulos en cada excentricidad, se
mostré durante 100 ms una flecha horizontal sefialando la coordenada de 902 en la que iban
a aparecer los estimulos (Fig. 2). La prueba consistid en responder apretando el botén de un
mando a la presentacion de los estimulos, manteniendo la mirada fija en la cruz central
durante la realizacion de la misma pero prestando atencidon encubierta a la zona de
presentacion de los estimulos indicada por la flecha. Con el objeto de evaluar la influencia del
aprendizaje o de la fatiga en la realizacién de los dos experimentos anteriores, terminada la
prueba de atencidn, se repitid la prueba inicial de deteccion de estimulos.
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El contraste (C) entre los estimulos y el fondo viene determinado por la férmula de
Michelson: C = [(L+-Le)/(L¢+Le)]1x100, donde Ls es la luminancia del fondo y L. la luminancia del
estimulo. Siguiendo esta férmula se obtienen tres niveles de contraste entre cada uno de los
estimulos y el fondo de pantalla (6%, 16% vy 78%). EI orden de

A

Figura 2. Ejemplo de la prueba de atencién encubierta utilizada. A) pantalla con la cruz central para
fijacion de la mirada y con la flecha que indica la coordenada de 90° en la que aparecerdn
posteriormente los estimulos a detectar y donde los participantes deben focalizar su atencion. B) y C)
dos de los estimulos presentados en la coordenada objeto de atencion.

presentacion y tiempo interestimulos (entre 500 y 3000 ms) fue determinado al azar
mediante la aplicacidn informatica EEVOKE en su version 2 (ANT software BV. Enschede,
Paises Bajos). Los tiempos de respuesta (TR) se registraron mediante el programa ASA en su
version 3 (Advance Source Analysis, ANT software BV). Los movimientos oculares se
detectaron mediante 4 electrodos de superficie (Tyco Internacional Ltd. Neustadt/Donau,
Alemania) conectados a un sistema de registro (ANT software BV). Dos electrodos, uno en el
borde orbital externo izquierdo y otro en el derecho, registraron los movimientos oculares
horizontales. Los movimientos verticales y parpadeos se registraron mediante dos electrodos
situados uno en el borde orbital superior izquierdo y otro en el inferior derecho.

Antes de iniciar las pruebas, los participantes fueron instruidos para que respondieran
lo mas rapido posible y solamente ante la presencia de dichos estimulos. En base a los
registros electrooculograficos, fueron informados del correcto mantenimiento de la mirada
en el punto de fijacién. Para la medida y ajuste de las luminancias se utilizd un
luminancimetro (Konica-Minolta, modelo LS-100).

El Analisis estadistico de los Datos se llevo a cabo mediante el Paquete de programas
estadisticos SPSS, version 15.0. Tras la exploracion de datos y la aplicacion del Test de
Normalidad de Shapiro-Wilk, se procedié a la aplicacion del mddulo del modelo lineal general
para medidas repetidas, considerando como factores intrasujeto la posicién (8 posiciones
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diferentes), excentricidad (3 niveles, 2.159, 3.832 y 5.539), contraste (3 niveles, 6%, 16% y
78%) vy las tres fases de aplicacion del experimento en cada una de las condiciones control,
atencion y control post atencion, lo que para cada sujeto conduce a 216 medidas de tiempo
de respuesta en milisegundos, que es la variable a analizar. Al existir dos grupos de sujetos a
comparar segun su edad, se considerd esta como factor inter-sujetos con dos niveles (19 y 66
anos).

Se analizaron las posibles diferencias entre los niveles de cada factor individual, asi
como las correspondientes combinaciones de los mismos (interacciones) realizdndose el
analisis de la tabla del ANOVA desde las interacciones de mas nivel hasta los efectos
individuales de cada factor, y en caso de significacion, se realizaron las correspondientes
comparaciones multiples con la penalizacién de Bonferroni.

Resultados

Los participantes de ambos grupos de edad detectaron la gran mayoria de los
estimulos presentados. El porcentaje de estimulos no detectados (errores) en la prueba
control fue del 1,11% y del 3,05% en los grupos de jévenes y mayores, respectivamente. En
ambos grupos de edad el porcentaje de respuestas anuladas por defectos de fijacion no
superd el 2 % de las emitidas. Estos datos, muestran un gran nivel de deteccidn de estimulos
y una realizacién correcta de la prueba por ambos grupos de edad.
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Figura 3. Efectos de la excentricidad y del
contraste de los estimulos en relacion con las 8
coordenadas polares en ambos grupos de edad: A)
jovenes; B) mayores. Cada punto representa la
media de los tiempos de respuesta (TR) obtenidos
en cada coordenada. El error estdandar de la media
no se ha representado por razones de claridad de
la figura.

Figura 4. Incremento de los tiempos de respuesta
(TR) obtenido por el grupo de mayores en
comparacion con los jovenes, en los distintos
estimulos presentados. *p =0.005.
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En relacién con la prueba de atencién encubierta, los dos grupos de edad
disminuyeron los TR en prdacticamente todos los estimulos presentados cuando se
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Figura 5. Comparacion proporcional de la reduccion de los TR obtenidos mediante atencion encubierta
en ambos grupos de edad, segtin el contraste y excentricidad de los estimulos. Las barras positivas
representan el porcentaje en que el grupo de mayores reduce mds que los jovenes los tiempos de
respuesta (TR). Las barras negativas indican el porcentaje en que el grupo de jévenes reduce mds que
los mayores los TR.

compararon con los obtenidos en la prueba control precedente. En el grupo de jovenes, esta
reduccion de los TR fue estadisticamente significativa (p < 0.001) para los estimulos del 78%
de contraste y 2.152 de excentricidad (28 ms menos), 6% y 3.832 (17 ms menos), y 16% vy
5.532 (29 ms menos). En el grupo de mayor edad, la reduccidn de los TR fue estadisticamente
significativa (p < 0.001) para los estimulos del 6% y 3.832 (39 ms menos), y 78% y 5.532 (31 ms
menos). En comparacion con los jovenes (Fig. 5), el grupo de mayor edad mostro reducciones
superiores de los TR en los estimulos presentados en las dos excentricidades mayores (3.832y
5.5392). En cambio, los jovenes mejoraron mas que los mayores los TR en los estimulos
presentados en la excentricidad menor (2.152). Los TR de la prueba de deteccién control post-
atencion fueron similares a los obtenidos en la prueba control precedente.

Discusion

Los resultados muestran que el patron de deteccién de estimulos visuales, que varian en
contraste y situacién en el campo visual, es similar en personas con vision normal dentro del
amplio rango de edad estudiado (19-73 afios). En ambos grupos de edad, los TR se
incrementaron conforme disminuyd el contraste y aumentd la excentricidad de los mismos.
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De acuerdo con un estudio reciente [1], los resultados muestran que el contraste y la
excentricidad son los dos factores que mas influyen en el tiempo que se tarda en la deteccion
de los estimulos presentados en la retina central, y esto ocurre independientemente de la
edad de los participantes estudiados. El incremento de los TR conforme aumenta la
excentricidad de los estimulos se debe fundamentalmente a que la agudeza visual disminuye
progresivamente desde el centro de la févea debido al descenso de la densidad de conos y de
células ganglionares retinianas y del factor de magnificacién cortical [11].

En comparacién con los participantes de menor edad, el grupo de personas mayores
mostraron TR superiores en todos los estimulos presentados. Esto puede deberse a una peor
ejecucion de la prueba debido un procesamiento neural mas lento relacionado con la edad
[12,13] y a la naturaleza de la misma (utilizacion de un mando de consola similar a la de los
videojuegos, a la que sin duda estdn mas habituados las personas jovenes). No obstante y
dado que el aumento de los TR no fue homogéneo sino que fue mayor con los estimulos de
bajo contraste, una menor capacidad perceptiva visual de las personas mayores a estos
estimulos puede también influir en el aumento de los TR de estos estimulos. Como se
muestra en la figura 4, los TR de los estimulos de medio (16%) y alto contraste (78%)
mostraron un retraso medio de 25 ms, mientras que para los de bajo contraste este retraso
fue de 38 ms. En este sentido, se podria estimar en un 8% el incremento de los TR debido a la
peor ejecucion de la prueba y en un 4% el debido a un déficit de percepcién en los estimulos
de bajo contraste. Esto ultimo concuerda con el hecho de que la mayoria de los errores
(estimulos no detectados) fueron cometidos por el grupo de mayores en los estimulos de
bajo contraste. Asi, el grupo de jovenes mostrd 4 errores en los estimulos de alto contraste, 4
en los de medio y 8 en los de bajo contraste, mientras que los errores en estos contrastes
cometidos por el grupo de mayores fueron 2, 3 y 25, respectivamente. De estos 25 errores, el
68% (17) correspondieron a los estimulos de bajo contraste (6%) presentados en la mayor
excentricidad (5.532). En este sentido, aun cuando ambos grupos mostraron una agudeza
visual normal (de al menos 20/20 con los optotipos de Snellen), nuestros datos sugieren que
el grupo de mayores detecta con mas dificultad los estimulos de bajo contraste.

La atencion encubierta a los estimulos produjo un descenso significativo de los TR,
respecto de la prueba control de deteccidn, en ambos grupos de edad. Este descenso no se
debe a una mejor ejecucién de la prueba debido a un factor de aprendizaje, ya que los TR de
la prueba de deteccion realizada después de la de atencién fueron similares a los de la prueba
control y evidencia que la atencidn encubierta a los estimulos mejora selectivamente la
deteccion de los mismos. Esto concuerda con estudios previos que muestran que la atencién
encubierta favorece la percepcion visual [3-6,9], e incrementa la actividad de la corteza visual
(aumento de la amplitud de los potenciales evocados visuales) debido a la activacion de
proyecciones eferentes de areas visuales secundarias dorsales y ventrales a la corteza visual
primaria [14,15].

Los resultados muestran, no obstante, que hay diferencias entre ambos grupos de
edad en relaciéon con los estimulos que son mas favorecidos por la atencidon encubierta. Asi,
con la atencidn, el grupo de menor edad obtuvo beneficios superiores al grupo de mayores
en la deteccidn de estimulos presentados en la menor excentricidad. Por el contrario, en el
grupo de mayor edad se redujeron proporcionalmente mas los TR a los estimulos
presentados en las dos excentricidades mayores.
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La mayoria de los estudios sobre deterioro cognitivo y edad situan en los 60 afios el
inicio del declive de las capacidades cognitivas en humanos [13]. Asi, se ha mostrado que a
partir de esta edad la capacidad de memorizar datos en pruebas de evocacidn retrasada
disminuye un 25% [10]. Aun cuando se observa una gran variabilidad individual, habiendo
sujetos de edades superiores a los 60 aifos que realizan estas pruebas de manera similar a los
de 30 afos de edad. Por otra parte, el nUmero de sinapsis en la corteza visual primaria
humana disminuye aproximadamente un 30% a partir de los 60 aifos, en comparacidn con los
sujetos de 30 afios de edad [16]. Nuestros resultados muestran, de manera consistente, que
el grupo con edad media de 66 afios tarda mas en responder a la presentacidon de los
estimulos, debido posiblemente a un deterioro sensorio-motor relacionado con la edad. En
cambio, la atencién en este grupo, a pesar de la edad, produce beneficios que en algunos
casos son superiores a los mostrados por los jévenes. Estos resultados reflejan una
adaptacion de los mecanismos de atencidn visual con la edad, que tiende a favorecer los
estimulos mas excéntricos y que son precisamente los que se detectan con mayor dificultad.

Conclusion

A diferencia de otros procesos cognitivos, la atencidn visual se mantiene con un alto
grado de eficiencia en el envejecimiento normal y favorece especialmente la deteccion de
estimulos presentados en excentricidades superiores a los dos grados de angulo visual.
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Resumen

Introduccidn. Los trastornos cognitivos relacionados con la enfermedad de Parkinson (EP)
se manifiestan en una diversa sintomatologia y se han asociado a la disfuncién de
circuitos cértico-subcorticales. Esta disfuncién también se ha relacionado con alteraciones
en funciones superiores, como la atencion. Objetivo. Evaluar diferentes mecanismos de la
atencion debido a que las estructuras implicadas en esta funcidn estan relacionadas con
estructuras subcorticales como los ganglios basales y la sustancia negra, deterioradas en
esta enfermedad. Métodos. Se estudiaron 28 sujetos, 14 con EP sin demencia y 14
controles sanos. Se les administré pruebas neuropsicoldgicas como Test Stroop, Visual
Search and Atenttion Test, Busqueda de Simbolos (WAIS lll), Five Digits y Trail Making
Test, todas ellas encargadas de evaluar diferentes tipo de la atencién como son, la
atencion selectiva, serial, dividida y ejecutiva. Resultados. Los pacientes con EP tuvieron
un rendimiento cognitivo inferior al del grupo control. Ambos grupos mostraron
diferencias significativas en todas las areas atencionales evaluadas. Conclusién. Los
mecanismos atencionales mds deteriorados en estos pacientes son la atencidn selectiva y
la atencién ejecutiva ya que son incapaces de inhibir la informacién irrelevante y de
flexibilizar sus respuestas. Aunque las bases fisiopatoldgicas de los trastornos cognitivos
en la EP son todavia inexactas, los resultados hallados en este estudio son congruentes
con otros en los que han relacionado estos déficits en la atencién con la alteraciéon de los
circuitos frontoestriados. Debido a que los sintomas frontales son los mas destacables, se
ve la necesidad de dedicar futuras investigaciones a esta area cerebral.

Palabras Clave. Enfermedad de Parkinson. Circuitos cortico-subcorticales. Atencidn
selectiva, serial, dividida y ejecutiva.
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Introduccion

La enfermedad de Parkinson (EP) es una alteracion neurodegenerativa que afecta al
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Figura 1. La enfermedad de Parkinson se
caracteriza por presentar una serie de sintomas
cardinales como bradicinesia, temblor en
reposo, rigidez e inestabilidad postural.
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Figura 2. Hay hallazgos que demuestran que
en la EP existe pérdida neuronal y de
pigmentacion en la sustancia negra y en otros
nucleos  subcorticales  pigmentados.  Los
cambios producidos en la sustancia negra se
relacionan paralelamente con la reduccion de
dopamina en el estriado y, ademds, dado que
la zona compacta de la sustancia negra es la
que contiene mayor proporcion de cuerpos
dopaminérgicos del cerebro, estos hallazgos
sugieren que la via  dopaminérgica
nigroestriatal estd lesionada en los pacientes
con EP.

s

movimiento, con una prevalencia
aproximadamente del 1% en la poblacion
mayor de 65 afios (Fig. 1). Estos pacientes
sufren de alteraciones auténomas, cognitivas y
psiquiatricas [1] que tienden a deteriorarse
con el tiempo [2]. Estas alteraciones cognitivas,
generalmente, se concentran en el drea de las
funciones ejecutivas, las habilidades
visuoespaciales y algunas modalidades de la
memoria y el lenguaje. Sin embargo, otros
estudios han detallado déficits en distintos
mecanismos de la atencién aunque hay
discrepancias en cuanto al deterioro de esta
funcioén [3, 4].

La EP se caracteriza por una alteracién
en las vias dopaminérgicas implicando un
inadecuado funcionamiento de los ganglios
basales. Es por ello, que la funcion de estas
estructuras se considera fundamental para la
cognicion humana [5]. Asimismo, se sugiere
que al estar alteradas en la EP las estructuras
subcorticales implicadas en la atencion (Fig. 2),
los pacientes deben mostrar alteraciones en
los diferentes tipos clinicos de esta funcién. En
este sentido, la neurofisiologia de la atencién
radica en una amplia red neuronal entrelazada
de estructuras subcorticales y corticales (Fig.
3).

Ademas, hay estudios [3, 8, 9] que han
sugerido que, los GB dirigen la actividad de la
corteza prefrontal mediante sus conexiones
anatomofuncionales con ésta. Por lo tanto,
parte de la sintomatologia que se aprecia en
pacientes con EP es de tipo frontal. Sin
embargo, estos pacientes también presentan
déficits visoespaciales y en working memory
[10, 11].

Existen evidencias empiricas que
sefialan deficiencias en respuestas demoradas
o el cambio del set mental. En esta linea, el
enlentecimiento para dar respuestas motoras
y la tendencia a verbalizar, pero no ejecutar,

actos motores también ofrecen evidencias de la “frontalidad” de los sintomas [5]. Otras
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evidencias que se aprecian son: dificultad en la inhibicidn de estimulos periféricos,
alteraciones en el cambio de clave estimular, tendencia a las alteraciones atencionales
concretas y dificultad en el mantenimiento atencional [12].

La atenciéon es otra de las funciones
frontales deteriorada en los pacientes con EP que
implica  varios  procesos perceptivos, de
concentracién, etc., indispensables para poner en
marcha la atencién. Atender no sélo consiste en
focalizar selectivamente nuestra consciencia sino
también en filtrar y desechar la informacién no

sust.negra H H
oy deseada. Debido a la complejidad conceptual,

Semcivaias neuroanatdmica y neurofuncional de la atencién,
es imposible reducir el término a una definicion,
asi como también lo es ligarla a una sola estructura
anatémica o evaluarla con un Unico test.

sistena oculomotor
del tronce crebral

Figura 3. Las conexiones del caudado a la
sustancia negra, de ésta al coliculo
superior y de éste al tdlamo conforman el
circuito bdsico subcortical de la atencion.

Implicitamente se reconocen varios tipos
clinicos de atencién. Esta puede ser subdividida en nueve tipos de aplicaciones clinicas que
pueden ser evaluados con diferentes test y pruebas neuropsicoldgicas [13]. Estos serian:
“arousal, “span”, “atencion selectiva”, “atencion de desplazamiento”, “atencion serial”,

”n i

“atencion dividida”, “atencion de preparacion”, “atencion sostenida” e “inhibicion”.

Ante la falta de investigaciones dedicadas a estudiar los mecanismos especificos de la
atencidn en pacientes con EP y los datos contradictorios encontrados en cuanto a esta
funcién relacionados con la EP, se planted la necesidad de explorar en profundidad diferentes
tipos de la atencion: atencion dividida, serial, selectiva y atencion ejecutiva. Ademas, debido a
la alteracidn en las estructuras anatédmicas implicadas en la atencidn, se trazé como objetivo
detectar déficits especificos en esta funcion en pacientes con EP y se predijo que su
rendimiento cognitivo deberia ser inferior comparandolos con sujetos controles sanos.

Resultados

En el Test Stroop, pacientes y
a0 controles no se diferenciaron en su ejecucion.
STROOP Sin embargo, se hallan pequenas diferencias

en la prueba de interferencia que se acercan a
la significacidn, p < 0,05 (Fig. 4).

——Pacientes

—— En la prueba Busqueda de Simbolos de
20 WAIS 1ll se hallan diferencias significativas
entre ambos grupos con una significacién de p

Palabra Color Palabra-Color = 0,008. Se evidencia que el grupo control
Figura 4. Puntuaciones medias de ambos grupos en tiene puntuaciones mas altas que los
el Test Stroop. Los resultados en este test muestran . .

) . pacientes con EP (Fig. 5).
el numero de palabras que nombraron en un tiempo
de 45 s. Se encontraron diferencias que se acercan a Se encontraron diferencias significa-

la significacion entre ambos grupos en la condicion  tjygas (p = 0,016) en Trail Making Test. Los
palabra-color. pacientes con EP rindieron peor que los

[1]
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18 - Trail Making
BUSQUEDA DE SIMBOLOS

16

F
14 -
12 s -
10 - 4 —

*

8 5
6 2 =

b
a4

o
3
o - & PACIENTES U CONTROLES

W Pacientes B Controles

Figura 5. Puntuaciones medias de los aciertos de Figura 6. Puntuaciones medias de los TR que los
ambos grupos en la prueba Busqueda de Simbolos.  sujetos emplearon en completar TMT A y B. Se
Se hallan diferencias significativas entre ambos  encontraron diferencias significativas (*p = 0,016).
grupos *p= 0,008. Los pacientes con EP tienen una

ejecucion muy por debajo que la del grupo control.

controles. Su ejecucion en TMT-B fue inferior, no obstante el tiempo de reacciéon de los
controles aumentd en comparacidn con el grupo de los pacientes debido al tiempo empleado
en realizar correctamente la parte B de la prueba (Fig. 6).

Por otro lado, se hallaron diferencias significativas entre ambos grupos en varias
subpruebas del test Five Digits. Exceptuando Eleccidn e Inhibicién de Respuesta, las demas
condiciones del test, es decir, Lectura (p = 0.013), Conteo (p = 0.05), Alternancia (p =0.011) y
Flexibilidad de Respuesta (p = 0.018), mostraron diferencias significativas entre pacientes y
controles (Fig. 7).

En Visual Search and Attention Test (VSAT) se encontraron diferencias significativas (p
= 0,009) en cuanto a los aciertos, entre pacientes y controles, de forma global. Se empleé la
prueba estadistica Bonferroni para la comparacién por pares de ambos grupos en cada una
de las subpruebas en que se divide el test. Se hallaron diferencias significativas en tres de los
cuatro subtest, p < 0,05, exceptuando la subprueba “H”, la cual se acercé bastante a la
significacion (p = 0,066) (Fig. 8A). En referencia a los errores, se encontraron diferencias

FIVE DIGITS
120
c
100
20
50 b Pacientes
Controles

a0 -

20 -

Lectura Conteo Eleccion Alternancia Inhibicion  Flexibilidad

Figura 7. Media del tiempo empleado en terminar Five Digits. Se hallaron diferencias
significativas en: Lectura (“p = 0,013), Conteo {bp =0,05), Alternancia (‘p = 0,011) y Flexibilidad I p=
0,018).

Pagina 142 de 246



Evaluacion neuropsicoldgica de la enfermedad de Parkinson: alteraciones especificas de la atencion

Medias marginales estimadas

Grupos
— Pacieriet
Centroles

Medias marginales estimadas

o
4

=
i

c Grupos
— Pacieniss
¥ Controles

Figura 8. Resultados de los aciertos y errores obtenidos en Visual Search and Attention Test. A) Media de
los aciertos obtenidos en V-SAT. Se hallaron diferencias significativas p = 0,009 entre los grupos. Se
encontraron diferencias significativas en las pruebas: 1 F (°p = 0,022), 2 ] (bp =0,025), 4 / (‘p = 0,040). B)
Media de los errores en V-SAT. Los resultados mostraron diferencias altamente significativas p = 0,001. Las
pruebas obtuvieron una significacién de: 2 ] (°p = 0,025), 3 H (bp =0,007),4/(°p = 0,001).

altamente significativas entre los grupos estudiados, p = 0,001. También, se hallaron
diferencias en la ejecucién de los sujetos en las comparaciones en tres de las cuatro pruebas
del test. No obstante, la prueba que mas diferencias significativas obtuvo en comparacién con
las demas fue la prueba “/” en la que se combina la busqueda de la forma del estimulo con el
color. El rendimiento de los sujetos, en cuanto a errores se refiere, en la primera prueba (F)
fue muy similar, ya que practicamente no cometieron errores. Los sujetos controles tuvieron

404

-]
i

Medias marginales estimadas
= =
i i

Grupos
— Pacientes
Controles

350,04

8

Medias marginales estimadas
3 v
8 ]
= =
i i

1500+

d Grupos

] — Pacrtes
¢ / Cortrcies

Figura 9. Resultados de las omisiones y el tiempo obtenidos en Visual Search and Attention Test. A)
Media de omisiones cometidas en V-SAT. Se encontraron diferencias significativas entre los grupos, de
manera global, p = 0.001. La prueba / fue la unica estadisticamente significativa °p = 0,001. B) Media del
tiempo empleado en ejecutar las subpruebas. Se hallaron diferencias significativas entre los grupos p =
0,002. Las pruebas obtuvieron una significacién de: 1 F (°p = 0,016), 2 ] (bp =0,035), 3 H (‘p = 0,006), 4/(dp
=0,007).

un patrén de respuesta similar en todas las pruebas del test (Fig. 8B).
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En cuanto a las omisiones cometidas en VSAT, se encontraron diferencias
significativas entre los grupos, de manera global, p = 0.001. Sin embargo, en las
comparaciones multiples entre las distintas pruebas que componen el test, no se observan
diferencias significativas. Por otra parte, se hallaron diferencias significativas (p = 0.002) entre
sujetos controles y pacientes con EP, globalmente, en el tiempo que emplearon en completar
las pruebas. La subprueba (/) fue la que mas diferencias estadisticas encontrdé en
comparacion con los controles (Fig. 9).

Discusion

En el presente estudié se planted la necesidad de evaluar y estudiar diferentes
componentes de la atencidn en pacientes, sin demencia, con enfermedad de Parkinson. Para
ello, se utilizaron diferentes test neuropsicoldgicos para valorar esta funcion cerebral en
dichos pacientes.

Dada la variedad de manifestaciones atencionales, Posner defiende que estd
producida por sistemas atencionales separados compuestos por redes atencionales
diferenciales: La Red Atencional Anterior, la Red Atencional Posterior y la Red Atencional de
Vigilancia y/o Alerta [14].

Se considera que existe una estrecha relacidn entre esta La Red Atencional Anterior y
los procesos de deteccidn consciente de estimulos y con procesos de memoria de trabajo [15,
16]. Para evaluar el grado de deterioro que tienen los pacientes con déficits atencionales en
esta red, una forma muy utilizada ha sido la tarea tipo Stroop y, en menor medida, el test Five
Digits, ya que presentan conflicto estimular y/o de respuesta. Para ejecutar correctamente la
tarea, es necesario seleccionar activamente la parte relevante de esa informacién para que el
cerebro pueda producir respuestas eficaces. Se deduce que el cerebro necesita poseer un
sistema de atencion selectiva que debe reunir dos propiedades principales: Permanencia o
mantenimiento potente de la actividad cortical relacionada con los estimulos que demandan
una tarea relevante; y actualizacidén rapida y selectiva [17]. Estas dos caracteristicas son
esenciales para ejecutar tareas como el Visual Search and Attention Test (V-SAT). Este tipo de
tarea pertenece a las llamadas tareas de cancelacion, muy utilizadas para evaluar la atencidn
en pacientes con EP ya que requieren muchas de las operaciones que se cree estan
deterioradas en esta enfermedad.

La Red Atencional Posterior esta relacionada con la orientacion viso-espacial de la
atencion, por lo que también se le ha llamado red de orientaciéon [15]. La orientacion es
distinta de la deteccidn, la deteccidon implica consciencia del estimulo. Esta distincion es
fundamental, pues algunas respuestas pueden estar disponibles antes de que el estimulo
haya sido detectado (por ejemplo, los movimientos oculares sacadicos) [18].

Los resultados obtenidos muestran que existen diferencias significativas entre los
sujetos controles y los pacientes con EP en los cuatro tipos de atenciéon que se evaluaron.
Concretamente, uno de los mecanismos mas alterados en estos pacientes es la atencion
dividida, es decir, cuando los sujetos tienen que procesar dos o mas tareas en paralelo. Es el
caso de las dos ultimas condiciones del VSAT y la parte B de Trail Making. En ambas pruebas
el rendimiento de los pacientes fue claramente inferior al de los controles sanos.

En este sentido, Filoteo et al. [19] encontraron resultados similares en la prueba VSAT,
esto es, pacientes y controles diferian significativamente tanto en el tiempo empleado en
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finalizar las pruebas como en los errores de omisidon cometidos. En los pacientes de nuestro
estudio también se encontrd este patrén de respuesta, de la misma manera que cometian
mas errores de omisidn cuando el objetivo era un simbolo y, también, cuando su blsqueda se
basaba en forma y color, es decir, en el ensayo tres y cuatro. Por el contrario, los controles no
diferian en su patrén de ejecucidn y, por lo tanto, no se aprecia alteracién en su atencién
dividida y selectiva. Como muestran las graficas 8 Ay B y 9 B los pacientes aciertan menos,
cometen mas errores y omisiones en las tareas en las que el objetivo es un simbolo, en
comparacion con los sujetos controles. Ademas, por su parte, los controles tienden a cometer
mas errores y menos aciertos en esta Ultima condicién de la prueba, en comparacién con su
ejecucion en las demas tareas. Estos hallazgos también se encontraron en el citado estudio,
en el que ambos grupos cometian mas errores en la busqueda de dos caracteristicas del
estimulo objetivo, cuando se trataba de simbolos. Estos autores concluian que, en relacion
con los sujetos controles, los pacientes con EP sin demencia mostraban deterioro diferencial
en VSAT en términos de tiempo de realizacidn y errores de omisién, mientras que no
demostraron una ejecucién anormal en términos de errores. Sin embargo, en este estudio se
encontraron diferencias significativas tanto en aciertos, omisiones, tiempo y errores entre
ambos grupos.

En esta misma linea, Sdnchez-Rodriguez [20] encontrd diferencias significativas en
Trail Making Test comparando pacientes con EP y controles. Este autor realizé una evaluacién
neuropsicolégica completa a estos sujetos. Los resultados de su estudio, en cuanto a la
valoracion de la atencidn, mostraron diferencias significativas en la segunda y tercera lamina
del test de Stroop de colores y palabras; los sujetos diagnosticados de EP fueron los que
obtuvieron una menor puntuacion. Asimismo, en nuestra investigacién se encontraron
resultados similares en referencia al test de Stroop, es decir, aunque el analisis estadistico no
mostré diferencias significativas, las medias halladas de cada lamina en ambos grupos son
muy similares a los resultados encontrados por Sdnchez-Rodriguez [20].

Debido a las diferencias encontradas tanto en VSAT, Test de Stroop y Busqueda de
Simbolos, se puede concluir que los pacientes con EP presentan alteraciones en la atencion
selectiva, en comparacidon con sujetos normales. Estos hallazgos estan en contraposicidén con
otros [4] en los se encuentra que los pacientes con EP tienen conservadas tanto la atencion
selectiva como la atencidn divida.

En el subtest Busqueda de Simbolos de la bateria neuropsicoldgica de Wechsler se
encontraron diferencias significativas en ambos grupos de sujetos. Ademas, segun los
baremos estandarizados de esta prueba, el rendimiento de los pacientes con EP estuvo por
debajo de la media en comparaciéon con la poblacién general, no asi la ejecucion de los
controles.

En cuanto a la exploracidn de la atencidn ejecutiva o inhibicion de nuestros pacientes,
los resultados nos revelan alteraciones significativas. Se han encontrado déficits en la
inhibicién en pruebas que evaluan esta funcién como TMT-B, Test de Stroop y Five Digits. En
ésta ultima, se encontraron diferencias significativas en flexibilidad mental, es decir, los
pacientes carecen de esta habilidad para cambiar de criterio cuando las circunstancias lo
requieren, concretamente, en la lamina de Alternancia de dicha prueba. En cuanto a la
inhibicidn, en Five Digits, no se hallaron diferencias significativas entre los grupos. Esto puede
ser debido a que en la subprueba Eleccién los dos grupos emplearon mas tiempo en
completar la prueba ya que se necesitan mas recursos cognitivos para realizarla
correctamente. Asimismo, la ausencia de diferencias significativas en cuanto a inhibicién
puede deberse a que con la edad las funciones ejecutivas se van deteriorando. No obstante,
los pacientes con EP muestran un deterioro significativo en atencidén ejecutiva y en la
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atencion en general, como lo demuestran los resultados obtenidos en TMT, la incapacidad
para atender selectivamente a los estimulos propuestos en la tarea Stroop y la pobre
ejecucién en la prueba de Alternancia de Five Digits. Por lo tanto, nuestros pacientes han
presentado alteraciones en la habilidad para procesar la informacién de una forma
congruente a la demanda de la tarea y de una forma flexible. Esta misma dificultad se ha
encontrado a la hora de cambiar de set durante la ejecucion de la segunda parte del TMT.
Estas alteraciones ejecutivas provocan que los pacientes obtengan peores resultados en
tareas que requieren un esfuerzo cognitivo elevado y un control de la inhibicion de estimulos,
estos hallazgos son congruentes con los encontrados por otros autores [21].

Por ultimo, la atencidn serial, evaluada comUnmente por tareas de cancelacién como
Visual Search and Attention Test, muestra déficits derivados de las diferencias significativas
halladas en los resultados de pacientes con EP y controles. Ambos grupos cometen errores y
omisiones, sin embargo, la ejecucion y el rendimiento cognitivo de los pacientes, en este
estudio, fue inferior al de los sujetos controles sanos.

Existen estudios que apoyan la teoria de que los déficits cognitivos de los pacientes
con EP se deben a la desconexidn de las vias frontales. Uno de ellos es el de Taylor et al [22]
en el que utilizando el Wisconsin Card Sorting Test encontraron diferencias significativas
entre los numeros de categorias, hallaron un predominio de respuestas perseverativas asi
como un mayor numero de errores para llegar a la primera categoria, lo que implica menor
habilidad para llevar a cabo un plan de accién ante una tarea.

Una cuestidon metodoldgica importante es que las diferencias en los resultados
obtenidos en nuestra muestra de pacientes se ven afectadas por la discapacidad motora que
presentan. En este sentido, es importante seiialar que aunque ambos grupos diferian en el
tiempo de realizacién de las pruebas, tales diferencias no fueron extremas. Por lo tanto, no se
considera esta variable como la causante de las diferencias halladas en ambos grupos.

Conclusiones

Se puede afirmar, de manera general, que los pacientes con EP tienen un rendimiento
muy inferior en tareas de atencidn en comparacién a sujetos controles sanos.
Fundamentalmente, estas diferencias se evidencian en tareas de atencion selectiva, una de
las mas afectadas en esta enfermedad, como son las pruebas de cancelacion y busqueda
visual asi como en tareas de atencion ejecutiva, ya que es otro de los grandes mecanismos
perturbados por esta enfermedad. Estos resultados demuestran que la red atencional mas
afectada por la enfermedad de Parkinson es la red atencional anterior.

Aunque las bases fisiopatolégicas de los trastornos cognitivos en la EP son
controvertidas y todavia inexactas, los resultados hallados en este estudio son congruentes
con otros [9, 23, 24] en los que han relacionado estos déficits en la atencion ejecutiva con la
alteracion de los circuitos frontoestriados que conectan los ganglios basales con la corteza
prefrontal dorsolateral. Como se dijo anteriormente, las estructuras neuroanatémicas
afectadas por la enfermedad de Parkinson coinciden en gran medida con las estructuras
subcorticales implicadas en la atencién. Estos hallazgos sugieren que la sintomatologia
presentada por estos pacientes se debe, en gran medida, a una disfuncién frontal. En futuros
estudios, nos centraremos en esta drea cerebral ademas de realizar una comparacion
exhaustiva de las estructuras neuroanatdomicas implicadas en la EP asi como en la atencion.
Asimismo, se deberia de aumentar la muestra de pacientes y controles para poder generalizar
los resultados.
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Métodos

Sujetos. Un total de 28 sujetos (14 pacientes diagnosticados de Parkinson y 14
controles neurolégicamente sanos) participaron en el estudio con una media de edad de
69,86 = 9,59 afios para los pacientes y de 72,93 *+ 7,99 para los controles. Los pacientes
fueron reclutados de la Asociacion de Parkinson de Granada, la Clinica Neuroldgica Neurodem
de Almeria, la Residencia de Ancianos Asistida de la Diputacion de Almeria y el Centro
Asistencial “La Gota de Leche” de Melilla. Segun los niveles establecidos por Hohen y Yhar,
todos los pacientes presentaban un grado de afectacion leve-moderado (estadio 2-3). La
duracion de la enfermedad oscilaba entre los 2 y los 32 afios. Los pacientes con enfermedad
de Parkinson se estaban tratando con algun tipo de medicamento antiparkinsoniano
(levodopa y agonistas dopaminérgicos) en el momento de la prueba. Los criterios de
exclusion fueron presencia de enfermedades psiquidtricas graves, accidente cerebrovascular
o etapas avanzadas de la enfermedad. También se excluyeron aquellos sujetos que no sabian
leer y tenian visidn deteriorada. Algunos de los acompafiantes de los pacientes se ofrecieron
como sujetos control y otros fueron reclutados del Centro Social de Membirilla, Ciudad Real.

Se obtuvo el consentimiento informado por escrito de todos los participantes en el
estudio.

Materiales y procedimiento. Fueron evaluados cuatro mecanismos atencionales: atencion
serial, atencidn selectiva, atencion dividida y atencidn ejecutiva o inhibicidn. Para evaluar la
atencion serial se emplearon las cuatro condiciones del V-SAT, la atencién selectiva se valord
utilizando V-SAT, Busqueda de Simbolos de la Wechsler Adults Intelligence Scale y Test
Stroop. La condicion de interferencia del test Stroop, la parte B de Trail Making Test asi como
Five Digits se emplearon para evaluar la atencidn ejecutiva y, por uUltimo, la atencién dividida
fue evaluada por las dos ultimas condiciones del V-SAT asi como la parte B de Trail Making
Test. La tabla 1 muestra los diferentes tipos de atencién relacionados con los sistemas
atencionales de Posner y los paradigmas de exploracion clinica.

Tabla 1. Sistemas y tipos de atencion.

Tipos de Atencidén Posterior Paradigmas de exploracion clinica
— Atencion selectiva espacial o de —Tareas de busqueda visual y de
localizacion de estimulos cancelacion
— Atencion serial — Tareas de cancelacién
Tipos de Atencion Anterior Paradigmas de exploracion clinica
Atencion dividida o dual o compartida Tapping con interferencia
Inhibicién Paradigma Stroop
Atencidn selectiva a propiedades del Pruebas de busqueda visual
objeto

El Test Stroop evalla la capacidad de cambio de una estrategia inhibiendo la
respuesta habitual y ofreciendo una nueva respuesta ante nuevas exigencias estimulares.
Consta de tres condiciones, la primera consiste en leer palabras (verde-rojo-azul), en la
segunda parte hay que nombrar el color en el que estan impresas no-palabras, y por ultimo,
la tarea en la ultima |ldmina consiste en inhibir la lectura y nombrar el color en el que esta
impresa la palabra. Todas ella tienen un tiempo limite de 45 s. Los resultados obtenidos en
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sucesivos estudios han demostrado que la latencia de respuesta del sujeto cuando la palabra
es incompatible con el color de la tinta aumenta significativamente con relacién a cuando la
palabra es congruente o neutra [25].

Por su parte, la tarea en Busqueda de Simbolos es sefialar, si aparece o no, dos
estimulos objetivo de entre varios estimulos de prueba en un tiempo de 120 s. El Trail Making
Test es una prueba que se divide en dos partes, la primera consiste en unir nimeros del 1 al
25 y la segunda parte se aifladen letras para combinarlas entre si de manera que se alternen
nimeros y letras hasta llegar del 1-A al 13. El V-SAT (Visual Search and Atenttion Test)
contiene cuatro laminas con un estimulo objetivo el cual hay que tachar de una serie de
estimulos de las mismas caracteristicas. Tiene dos condiciones, la primera (ldminas 1y 2) se
basa en una busqueda simple (solo la forma) y la segunda (dos ultimas laminas) en una
blusqueda doble (color y forma).

Por ultimo, Five Digits es similar al Test Stroop, sin embargo afiade una condicion mas.
Las tres primeras son iguales que en el citado test pero sus estimulos son nimeros del uno al
cinco, es decir, en la primera condicién hay que leer el nimero, en la segunda contar
simbolos y en la tercera inhibir la lectura y contar los nimeros. En la ultima condicién de Five
Digits hay que combinar la inhibicidn del conteo con la lectura de los nimeros, segun estén
remarcados los estimulos o no.

Las pruebas fueron administradas siguiendo el mismo orden y de manera
estandarizada, exceptuando el V-SAT en el cual a los sujetos se les permitié completar las
[dminas de cada ensayo, en lugar de dentro de un limite de 60 s. Las investigadoras
registraron el tiempo en completar las pruebas con un cronémetro. El tiempo comenzaba
cuando las experimentadoras lo indicaban y concluia cuando el sujeto tachaba el ultimo item
de la prueba o el tiempo de ejecucion terminaba.

La administracién del conjunto de pruebas neuropsicoldgicas tenia una duracidon
aproximada de 45 min. No obstante, el tiempo de los sujetos controles era mas reducido a la
hora de completar la bateria de test.

Andlisis de datos. Se realizaron analisis de comparaciones de medias para estudiar las
diferencias entre los grupos, asi como andlisis mediante el modelo lineal general de medidas
repetidas, la prueba estadistica T de Student, la U de Mann-Whitney y W de Wilcoxon. Todos
los analisis fueron realizados con la versién 15.0 para Windows del paquete estadistico SPSS.
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Resumen

Introduccidn. Las emociones desempefian un papel importante en la comunicacién de
intenciones a los demas, pero también pueden desempeiiar el papel de guia cognitiva.
Afirmacidn que resulta coherente con el planteamiento de Anderson y Phelps (2001)
segln el cual, la sefial originada en la amigdala ayuda a incrementar la sensibilidad
perceptual de los estimulos. Objetivo. Estudiar en que medida influyen las imagenes
emotivas en la realizacion de un ejercicio de atencidn selectiva. Métodos. En 21
voluntarios sanos presentamos una tarea de deteccién visual rapida (PRSV) en la que una
imagen del IAPS, de valencia positiva activante (PA), positiva no activante (PN), negativa
activante (NA), negativa no activante (NN) o neutra (NT), era seguida en la mitad de los
ensayos por la palabra AGUA, la cual debia ser detectada por los participantes.
Resultados. Los datos obtenidos muestran que se produce el efecto conocido como
parpadeo atencional y una interaccién significativa entre la posicion 3 y las imagenes
positivas activantes (PA). Conclusiones. Los resultados indican un cambio de orientaciéon
en la atencién que pasa de estar dirigida por una meta (orientacién voluntaria), a estar
regida por las caracteristicas del estimulo (orientacion involuntaria). Ademas, sugieren la
existencia de discrepancias en la deteccion de la palabra en funcién del sexo del
individuo, lo cual pone en evidencia la diferencia de saliencia emocional de los estimulos
para hombres y mujeres. Conclusion, el valor emocional de los estimulos influye sobre los
limites temporales de la atencidn, existiendo ventajas de acceso al procesamiento en
ciertos estimulos de valencia afectiva y “arousal”.

Palabras clave. Atencion. Emocion. Género.
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Introduccion

Podemos entender la atencién como: La habilidad para concentrar la experiencia perceptiva
sobre una porcién limitada de la informacidn sensorial disponible y asi lograr una impresion
clara y vivida de la misma. La atencién se puede dividir en dos componentes, la matriz y el
canal atencional [1]. La matriz atencional o atencién tdnica, define la capacidad de
procesamiento general de la informacién, el nivel de vigilancia o alerta y la resistencia a la
interferencia. Sus propiedades, el estado de alerta y el nivel de vigilancia, le confieren su
capacidad de monitorizacion permanente de los multiples estimulos entrantes y de la
deteccion de aquellos biolégicamente significativos, los cuales generan una respuesta de
orientacion con cambio del foco atencional.

El paradigma experimental PRSV (Presentacidon Rapida de Series Visuales) consiste en
una serie de estimulos que se suceden rapidamente en un mismo lugar de la pantalla del
ordenador a un ritmo de 10 estimulos por segundo. Este tipo de tarea es muy utilizada para el
estudio del efecto llamado “parpadeo atencional” o Attentional Blink [2]. Cuando de esta
serie, solo se nos pide que detectemos un estimulo concreto normalmente solemos
detectarlo con una precisidon proxima a la perfeccion (100% de las veces). Sin embargo,
cuando se nos pide que localicemos dos estimulos temporalmente proximos (alrededor de
medio segundo) en dicha serie, la deteccidn baja a niveles préximos al azar. Para explicar este
fendmeno se expone que la atencidn necesita ese tiempo para recuperarse, y asi estar
disponible para otro estimulo [3, 4].

En el modelo de las vias de
competicion de la atencidén selectiva,

Top-down Feedback Mechanisms: ]
desarrollado por Desimone y Duncan

Fronto-Parietal Attentional Netwaork

[5] (Fig. 1), la competicion de los
¢ ¢ ¢ estimulos por la representacion neural,
Output to: esta causada por la limitacion de los
Competition among Multiple IZ{:-’\" recursos del sistema visual.
Stimuli for Representation _ N
in Visual Cortex Memory & Las emociones desempefian un

Motor Systems papel en la comunicacién de

intenciones a los demas, pero también
T T T pueden desempefiar el papel de guia
cognitiva. Asi, Arend y Botella [6] han
mostrado que el parpadeo atencional
se ve disminuido en pacientes con alto
grado de ansiedad, indicando que éstos
procesan mas rapidamente (o incluso
automaticamente) los estimulos

Bottom-up Sensory-Driven
Mechanisms

Figura 1. Modelo de Desimone y Duncan (1995). La
competicion por los recursos atencionales se puede
llevar a cabo por diferentes caminos: uno de ellos, es el
mecanismo Bottom-up, o conductor sensitivo, generado
en el cortex visual, y el otro, es el mecanismo Feedback

top-down, que estd hipotéticamente relacionado con
regiones del cortex parietal inferior, del drea temporal
inferior anterior y del drea temporo-occipital. Solo
aquellos estimulos que ganan la competicion por la
representacion neural, consiguen acceder a la memoria
y al sistema motor, por tanto, a la acciéon y al
comportamiento.

emocionales. Las variables afectivas se
han sumando ya a ese grupo de
factores que sabemos modulan Ia
atencion.

Segun el modelo de Lang sobre
emocion [7], ésta es una predisposicion
para la accién, resultante de la

activacion de determinados circuitos cerebrales ante estimulos significativos para el
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organismo, que cuando se activan originan las manifestaciones fisioldgicas, conductuales y
subjetivas de las emociones. Existen datos que sugieren que los estimulos emocionales

Figura 2. Conexiones de la amig-dala.
En verde las dreas de procesa-miento
visual occito-temporal, en na-ranja el
surco temporal posterior, en rojo la
amigdala (que no seria visible en la vista
lateral, estd situada sub-corticalmente)
y en azul el cortex orbitofrontal.

activan regiones cerebrales “automaticamente”
(como la amigdala), inmunes al control atencional
[8]. No obstante, Pessoa et al [9] afirman que el
procesamiento de estimulos con contenido
emocional no es automatico y requiere algun grado
de atencion.

La amigdala recibe gran parte de las entradas
procesadas visualmente por areas temporales
inferiores [10]. Al mismo tiempo, que esta misma
estructura, proyecta a distintos niveles del
procesamiento visual, incluido V1 (Fig. 2). Su
influencia sobre el procesamiento visual depende de
la valencia de los estimulos procesados, lo que le
otorga un importante papel en la orientacidén
atencional.

Métodos

Sujetos. El estudio se ha realizado en un grupo de 21 voluntarios sanos, 10 mujeres y 11
hombres, con edades comprendidas entre los 22 y los 35 afios (media: 25,9 afios). No
recibieron a cambio ningun tipo de compensacién o remuneracidon econdmica. Todos ellos
dieron su conformidad para participar en los experimentos.

Estimulos y procedimiento. En condiciones fotdpicas (habitacion con luz artificial habitual), los
sujetos se sentaban a una distancia de 115 cm frente a un monitor de rayos catddicos de 24 x
32 cm. En el monitor se presentd una serie rdpida de estimulos consistente en palabras sin
ningun tipo de connotacién emocional (distractores) y una imagen que podia ser de valencia
positiva, negativa o neutra, y activante o no activante. Dentro de la serie podia aparecer o no
la palabra objetivo, que siempre era “AGUA”. Al comenzar, los sujetos eran instruidos

]

formalmente para localizar Unicamente
esa palabra (02). La tarea consistié en, una

vez acabada la serie de estimulos,

u_

responder con un “si” o un “no” a la
presencia o ausencia, respectivamente, de

la palabra “AGUA”, utilizada como objetivo

Valencia
n

dentro de la serie de estimulos. Cada
respuesta fue anotada. Los estimulos se

presentaron mediante el programa

EEVOKE (ANT Software, Enschede, Paises
Bajos).

Las 48 imagenes utilizadas fueron

3 S

Arcousal

Figura 3. Distribucion de las fotografias del IAPS en

funcién de sus niveles de valencia y arousal.

seleccionadas del IAPS (Sistema
Internacional de Imagenes Afectivas), la
versidn espafiola estd constituida por 832
fotografias en color, que tienen Ia
caracteristica de ser estimulos
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perceptuales complejos, y cuya codificacion emocional requiere aprendizaje previo vy
elaboracién cognitiva. Ademas este tipo de estimulos visuales recogen muchos aspectos de la
vida real: deporte, moda, paisajes, desastres naturales, pornografia, violencia, etc. actuando
como potentes generadores de emocién. Su categorizacién sigue el modelo de Lang [7],
segun el cual las manifestaciones fisioldgicas, conductuales y subjetivas de las emociones
comparten tres dimensiones de respuesta: direccionalidad o valencia (aproximacion-
evitacion, agradable-desagradable), intensidad o arousal (nivel de energia requerido para la
accién) y control o dominio de la respuesta (continuidad o interrupcion de la secuencia
conductual). La distribucién de las imagenes (Fig. 3) adopta la forma de un boomerang
(puntuacién entre 1 y 9 por cada dimension), con dos brazos que salen desde una base

Tabla 1. Valores promedio de las fotografias seleccionadas.

Imagen Valencia Arousal Dominancia
NA 171 7.6 27

NN 2,59 576 3,76

PA 6,67 6,73 561

PN 7.67 4,14 578

NT 4,95 4,28 541

afectivamente neutra y calmada hacia los dos extremos activadores (agradable-
desagradable). El brazo que se extiende hacia el polo agradable tiene menor inclinacion, junto
con mayor dispersion, que el brazo del polo desagradable.

Para este trabajo los valores promedio, de valencia, arousal y dominancia, de las
fotografias seleccionadas para cada uno de los grupos fueron los expresados en la tabla 1.

En cada ensayo se presenté una rapida sucesion de palabras escritas en negro sobre un
fondo blanco, siempre en el centro de la pantalla, incluyendo una imagen que también
aparecia centrada. Los estimulos permanecieron en la pantalla 41 ms y el tiempo
interestimulo fue de 68 ms. En el 50% de los ensayos con posterioridad a la fotografia
aparecia la palabra objetivo, “AGUA”, mientras que en la otra mitad de los ensayos dicha

01
8 posibles posiciones del 02
Distractores (el resto distractores) Distractores
esti mu]“' est Lmu 03

=

Tiempo

Figura 4. Representacion del procedimiento llevado a cabo.
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palabra no aparecia. La posicion de la palabra “AGUA” podia variar, pudiendo aparecer en
cualquiera de las ocho posiciones siguientes a la fotografia, posiciones entra las cuales
trascurrian aproximadamente 100 ms. Las palabras distractoras estaban repartidas de la
siguiente manera: 10 antes de la imagen (01), 7 después de la palabra objetivo “AGUA” (02) y
segun la posicién ocupada por 02, las correspondientes entre la imagen y el mismo (Fig.4).

En total se realizaron 191 ensayos experimentales por cada sujeto. En el disefio
experimental se consideraron las siguientes variables:

- Variables dependientes: Total de errores en la deteccién de la palabra “AGUA”.

- Variables independientes: Posicion de la palabra “AGUA” dentro de la serie: P1
(110ms), P2 (220ms), P3 (330ms), P4 (440ms), P5 (550ms), P6 (660ms), P7 (770ms) y P8
(880ms). Valencia de la imagen: Neutra, Positiva o Negativa. Arousal de la imagen: Activante
o No activante. Sexo: Hombre o Mujer.

Dado la ausencia de normalidad de la variable registrada, el andlisis matematico fue
llevado a cabo a través del paquete estadistico SPSS, y consistié en pruebas no paramétricas
para k muestras relacionadas (Prueba de Friedman), y tablas de contingencia para las
comparaciones en funcioén de la variable “sexo”.

Resultados

El analisis de cada una de las variables por separado reflejé claramente, como se
muestra en la figura 5, un mayor nimero de errores en las posiciones P2 y P3, es decir,
cuando la palabra “AGUA” ocupa la posicidon segunda y tercera tras la visién de la imagen,
entre los 220 y 330 ms. Este efecto ha sido hallado en previas investigaciones y por
numerosos autores, y que se conoce con el nombre de Parpadeo Atencional. Este aumento
del nimero de errores en la P3 fue estadisticamente significativo (p < 0,04) cuando se
compard con los de la posicidn 4 y 6. Mientras que en el caso de la P2 solo se obtuvo
significacién con P4 (p = 0,016). Probablemente si aumentasemos la muestra poblacional
estas diferencias se acentuarian mucho mas.

Cuando el sumatorio de la cantidad de errores se realizd en funcion del tipo de imagen
(Fig. 6) da como resultado la igualdad entre imagenes positivas activantes (PA) y neutras (NT).
Con las imdagenes negativas activantes (NA), negativas no activantes (NN), y sobre todo con
las positivas no activantes (PN), se observa una reduccion de los errores. Esta reduccion fue

N

-,

MNumero de errores
Humero de errores

P1 P2 P3 P4 P5 P6 P7T P8
Posicion palabra "AGUA" Tipo de Imagenes

Figura 5. Errores cometidos en las distintas  Figura 6. Errores cometidos en funcion del tipo
posiciones ocupadas por la palabra “AGUA”. °p  de imagen utilizada. °p = 0,02 cuando se
< 0,04 cuando se compara con P4 o Pé6. bp = compara con PN.

0,016 cuando se compara con P4
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3IFREIIT 8

Medias marginales estimadas

e

Figura 7. Medias marginales de los errores
cometidos en cada posicion, en funcion del tipo
de imagen utilizada. °p = 0,012 en comparacion
con el resto de combinaciones. bp= 0,026 en
comparacion con el resto de combinaciones.

124 a sexo

HOMBRE
\ MULER
e \

Medias marginales estimadas
g

Figura 8. Medias marginales de los errores
cometidos en funcion del tipo de imagen, en
hombres y en mujeres. °p = 0,012 para los
hombres en la posicion 3 con respecto al resto
de combinaciones.

estadisticamente significativa entre las imagenes PN y PA (p = 0, 02).

Se realizé una prueba de Friedman para combinar cada uno de los tipos de imagen con
el orden ocupado por el 02 dentro de la serie (Fig. 7). En este andlisis se observa que las
Unicas interacciones significativas se dan entre las imdgenes positivas activantes (PA) y la
posicion 3 (p = 0,012), y en menor medida entre las positivas no activantes (PN) y la posicidon
P2 (p =0,026).

Si a la relacion entre las dos variables anteriores, le afiadimos el factor sexo, las graficas
realizadas adquieren diferentes matices (Fig. 8). Los errores de los hombres parecen
centrarse en las imagenes positivas activantes (PA), mientras que en las mujeres las
cantidades estdn mucho mas igualadas, existiendo un mayor nimero de errores en las
negativas no activantes (NN). Entre estas diferencias, resalta también los errores en imagenes
negativas activantes (NA), marcadamente superiores en el caso de los varones con respecto a
los de las mujeres. Mediante tablas de contingencia para cada uno de los tipos de imagen, en
funcién del sexo y de la posicion del 02, los resultados muestran que no hay diferencias
estadisticamente significativas para ninguna de las imagenes, con la excepcién, de nuevo, de

0,304

025+

=
B
1

a
o
1

0,10 \

Medias marginales estimadas

005+

Figura 9. Medias marginales de la cantidad de falsas alarmas
segun el tipo de imagen.
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las positivas activantes (PA) en la posicidon 3, que se muestran significativas para los varones
(p = 0,012), pero no para las mujeres (p > 0,05). Es decir, la relaciéon anteriormente expuesta
entre las imdgenes positivas activantes y P3, se debe bdsicamente a los hombres, que
parecen fallar mas a menudo cuando se combinan estos tres factores.

El sumatorio de las falsas alarmas muestra que, en general, la cantidad de estas es
escasa. Concretamente, éstas representan un 0,0039% del total de respuestas. Si se realiza un
analisis de Friedman para analizar si existen diferencias en esta variable en funcidn del tipo de
imagen, la significacion que se obtiene en todas las posibles combinaciones es p > 0,05; pero
es posible que esto se deba a la falta de muestra poblacional, ya que el contraste entre las
neutras y el resto resulta patente (Fig. 9).

Discusion

La poca cantidad de falsas alarmas cometidas en relacién a la gran cantidad de ensayos
experimentales indica un buen estado de atencién durante la realizacién de la prueba, por
parte de los sujetos. No obstante, el mayor numero de estas mismas en imdagenes neutras,
indica que en este subgrupo existe un mayor grado de contestaciones al azar, debidas
posiblemente a un menor grado de alerta, o a un mayor grado de distraibilidad.

En los ochenta numerosos investigadores se interesaron por el estudio de las relaciones
entre estados afectivos y cognicion. Desde entonces, este ambito de investigacion ha sufrido
un extraordinario auge, desentrafiando algunas de las influencias mutuas entre procesos
basicos como la atencién, memoria, aprendizaje o pensamiento, y procesos de naturaleza
afectiva [11]. Incluso han adaptado numerosas tareas experimentales que se venian
utilizando en la psicologia cognitiva con este fin. Un ejemplo muy significativo y utilizado ha
sido el Stroop emocional, en la que aparecen estimulos de diferente valencia que pueden
tener connotaciones positivas, negativas o neutras. En estos estudios se utilizan palabras de
diferentes colores, aunque hay quien afiade material pictérico, como expresiones faciales.
Estos estudios tratan de mostrar la interdependencia entre los procesos afectivos y los
cognitivos [12].

En este estudio hemos encontrado que las imagenes emotivas, en general, disminuyen
la cantidad de errores en los sujetos, es decir, mejoran la deteccion de la palabra objetivo
(02) independientemente de la posicion que ocupe, son capaces de aumentar la alerta
atencional, lo cual favorece la tarea en si, prueba de ello, es que en todas ellas se cometen
menos errores y menos falsas alarmas que con las imagenes neutras. Aunque hay una
excepcion en el caso de las imagenes PA, sorprendentemente igualadas en resultados con las
neutras. Este dato tan llamativo podria explicarse por el hecho de que el resultado en este
tipo de imagenes si que se ve influido por la posicion que ocupa la palabra “AGUA”;
produciéndose lo que hemos Ilamado, efecto de parpadeo atencional. Lo cudl hace suponer
que, a pesar de que se instruye a los sujetos expresamente en que su Unica tarea es detectar
02, las imagenes PA, sobre todo para los varones, captan mucho la atencién, hasta tal punto,
gue perjudican la deteccién del verdadero objetivo [13]. Llegando a un estado en el cual, la
orientacion de la atencidon pasa de estar dirigida por una meta (orientacion voluntaria o
endogena), a estar regida por las caracteristicas del estimulo (orientaciéon exdégena o
involuntaria). Por esto mismo, las imagenes NT y PA no se igualan en falsas alarmas, pues las
explicaciones a su comun resultado son muy distintas, en el primer caso, la imagen no mejora
la alerta ni el procesamiento de la informacién, mientras que en el segundo caso, todo se
debe a que la imagen produce lo que se conoce como captura atencional.
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El efecto de parpadeo atencional normalmente se produce cuando debe atenderse a
dos estimulos que aparecen dentro de una secuencia rapida de estimulos que se superponen,
y describe el déficit producido en la deteccién del segundo estimulo cuando éste aparece
antes de que hayan transcurrido 300-400ms tras la presentacion del primero, tiempo que
coincide con lo que hemos llamado en este trabajo P3 [14]. En general, los SOAs (tiempos)
cortos o situaciones préximas entre O1 y 02, estan asociadas a una mejora de la precision
para localizar los estimulos, independientemente de que estén precedidos por imdagenes
agradables o desagradables, en comparacion con las neutras. Ademas hay autores que
sugieren una modulacién del parpadeo atencional en relacidn con la intensidad de la emocién
de los estimulos, y no en funcién de que la palabra sea positiva o negativa. La facilitacién en la
precisién de estimulos con mayor arousal supone la idea de que este tipo de informacion se
procesa mejor [15].

En un estudio reciente, en pacientes con ansiedad subclinica han mostrado como el
valor emocional de los estimulos influye sobre los limites temporales de la atencién, y que la
posibilidad de atender a diferentes estimulos que se suceden en el tiempo queda aln mas
limitada en el momento en que atendemos de forma explicita al valor afectivo del estimulo
negativo [16].

Respecto al efecto de valencia encontrado, siguiendo los principales modelos tedricos
acerca del parpadeo atencional, podemos considerar que su explicacion radica en la diferente
cantidad de recursos atencionales demandados en funcidn de la valencia del O1 (imagen). El
parpadeo atencional se produce fundamentalmente porque el acceso a consciencia de
cualquiera de los dos objetivos requieren recursos atencionales, y el sistema asigna en primer
lugar esos limitados recursos al acceso a consciencia al estimulo con valencia emocional, mas
concretamente, a los categorizados como PA.

En su conclusion general, Fenske y Eastwood [17] afirman que el afecto negativo
constrifie la atencion en comparacién con la emocidn neutra y que el afecto positivo dilata el
foco de atencidon con respecto al neutro. Segun ellos, las caras felices son identificadas mas
rapidamente y mejor que las caras negativas. La constriccidon de la atencién causada por el
estrés o el arousal emocional entra dentro de este mismo grupo. La explicacién vigente para
este hallazgo, es que existe una competicién por los recursos atencionales, con vias que
mejoran la respuesta neural ante algunos objetos y suprimen la misma ante otros. Es decir, el
afecto facial constituiria una sefial capaz de variar la amplitud de estas vias en funcion de la
emocién expresada.

Los resultados obtenidos vuelven a poner de manifiesto la existencia de competiciéon por
los limitados recursos atencionales. Y dentro de esta lucha, la amigdala tiene un papel
principal. Gracias a Pessoa et al [9] sabemos que la respuesta de la amigdala a los estimulos
emocionales no es automatica y requiere de la atencidn, sus resultados muestran que todas
las regiones cerebrales responden de forma distinta a las caras emocionales, incluida la
amigdala, pero solo cuando existen suficientes recursos atencionales para su procesamiento.
Lo cual, es consistente con la proposiciéon de Lavie [18], que indica que cuando el
procesamiento requerido por los objetivos de una tarea saturan la capacidad de la atencién,
los estimulos irrelevantes no son procesados; pero esto no ocurre con la expresidon
emocional, se trata de una categoria privilegiada de objetos inmunes a los efectos de la
atencion. Es decir, los estimulos emocionales compiten por los recursos de procesamiento y
tienen ventajas de competicidn con respecto a los estimulos neutros (Figura 10). Anderson y
Phelps [10] sugieren que la sefial originada en la amigdala ayuda a incrementar la sensibilidad
perceptual de estos estimulos.
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Destacada es también la diferencia

Top-down Feedback Mechanisms: entre hombres y mujeres en cumulo de

Fronto-Parietal Attentional Network , . .
* + + errores segun tipo de imagen presentada, los
Outout graficos parecen no tener nada en comun. En

utput to: ,
Compeatition amang Multiple los hombres, la mayoria de los errores se
i Stimuli for Represantation M A

Stimul e el o R concentran en las imagenes de sexo, deportes
Mator Systsma y mutilaciones, mientras que en las mujeres
f * f todo parece estar mucho mas repartido, con
Botlom-up Sensory-Driven fallos mas comunes en imagenes que reflejan

Machani i ié
e tristeza, aunque también en las referentes al

sexo. Si como se estd exponiendo, la amigdala
es la que selecciona y define la preferencia
por unos estimulos u otros, esta claro que los
favoritismos de la misma varian en el cerebro
femenino y masculino. Esto no tiene gran misterio, si tenemos en cuenta que ya en la
configuracion del sistema nervioso de los embriones XX y XY se dan diferencias, debido en
parte a las distintas hormonas que marcan su crecimiento. Esto sumado a las diferencias de
aprendizaje que se dan dentro de la sociedad, da como resultado las desigualdades
emocionales que se hacen patentes en este estudio.

Figura 10. Representacion del modelo de
Desimone y Duncan (1995), al que se ha afiadido,
los estimulos de valencia emocional como via de
competicion adicional.

Moltd et al. [19] en su trabajo con las fotografias que componen el IAPS han mostrado
gue los varones tienden a estimar como mas activadoras las imagenes del extremo agradable
(erdticas, deportes), mientras que las mujeres tienden a estimar como mas activadoras las
diapositivas desagradables (mutilaciones, armas). La fuerza de evitacidon ante un estimulo
aversivo es mayor que la fuerza de atraccidn hacia un estimulo apetitivo. Un menor gradiente
para las motivaciones positivas indicaria la presencia de un sesgo hacia la positividad cuando
ninguno de los dos sistemas motivacionales esta fuertemente activado, por el contrario un
mayor gradiente para las motivaciones negativas indicarian un sesgo hacia la negatividad
cuando los niveles motivacionales son muy altos. Las mujeres, en general, otorgan a las
imagenes un mayor “arousal”. Ademads, los datos encontrados por este equipo investigador
sugieren, mayor sesgo hacia la negatividad en el caso de las mujeres, y mayor sesgo hacia la
positividad en el caso de los hombres.

Posteriormente, en otros estudios realizados, se ha encontrado que existen diferencias de
género en el recuerdo de imagenes (del IAPS) de distinto contenido afectivo. Las diferencias
de género en funciéon de los contenidos concretos se hacian evidentes en la cuantia del
recuerdo. Asi, los varones tendian a recordar una mayor proporciéon de imagenes sobre
desnudos del sexo opuesto, actividades deportivas y escenas de violencia que las mujeres
[20]. Ademas, todos estos datos son coherentes con los expuestos por estudios
psicofisioldgicos sobre la desigualdad de la reactividad en diferentes parametros fisiolégicos,
de varones y mujeres ante estimulos de diferente contenido emocional [21].

Conclusiones

Este estudio demuestra que el valor emocional de los estimulos influye sobre los
limites temporales de la atencidon; y marca la ventaja de acceso al procesamiento que tienen
ciertos estimulos de valencia afectiva y “arousal”. A lo que se afade, las diferencias
puntualizadas por el sexo, debidas a que la mayoria de los estimulos emocionales vienen
definidos por experiencia y aprendizaje. La combinacidon de dos procesos cognitivos, como
son la emocidén y la atencidn, sigue siendo un campo abierto a la investigacién, con muchas
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preguntas sin respuesta y con una falta patente de conocimiento de la interaccion fisioldgica
de ambos aspectos.

Pagina 164 de 246



En la atencion: ¢ Vale una imagen mds que mil palabras?

Agradecimientos

El presente trabajo no se hubiese podido llevar a cabo sin la participacion voluntaria
de todos los sujetos. De igual manera agradecer la ayuda prestada por la Dra. M2 Teresa
Miranda. Por ultimo, un agradecimiento especial a Jaime Vila, por su aportacidon de las
imagenes IAPS.

Pagina 165 de 246



I. Crespo Martin, B. Rapela Orta, E.M. Rodriguez Torrecillas, R. Mancebo Azor, J.M. Rodriguez Ferrer

10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

Referencias

Ollari JA: Sistemas Atencionales y Negligencia Unilateral. Revista de Neurologia 2001,
32 (5): 478-483.

Broadbent DE, Broadbent MH: From detection to identification: response to multiple
targets in rapid serial visual presentation. Perception and psychophysics 1987,
42:105-113.

Shapiro K, Arnell KM, Raymond JE: The attentional blink. Trends in Cognitive Science
1997, 1:291-299.

Shapiro K, Raymond JE, Arnell K: Attention to visual pattern information produces
the attentional blink in RSVP. Journal of experimental Psychology: Human Perception
and Performance 1994, 20:357-371.

Desimone R, Duncan J: Neural mechanisms of selective attention. Oxford Annual
Review Neuroscience 1995, 18:193-222.

Arend |, Botella J: Emotional stimuli reduce the attentional blink in subclinical
anxious subjects. Psicothema 2002, 14:209-214.

Lang PJ: The emotion probe: Studies of motivation and attention. American
Psychologist 1995, 50:372-385.

Ohman A, Flykt A, Esteves F: Emotion drives attention: Detecting the snake in the
grass. Journal of experimental Psychology: General 2001, 130:466-478.

Pessoa L, Kastner S, Ungerleider LG: Attentional control of the processing of neutral
and emotional stimuli. Cognitive Brain Research 2002, 15:31-45.

Anderson AK, Phelps EA: Lesions of the human amygdala impair enhanced
perception of emotionally salient events. Nature 2001, 411:305-309.

Rueda R, Tudela P, Lupianez J: Efecto de facilitacion semantica en la tarea Stroop:
Implicaciones para el estudio emocional. Psicothema 2000, 12:221-227.

Acosta A, Lupidfiez J: Efectos del Priming en la tarea Stroop emocional de nombrar
color: ¢Modulacién automatica o estratégica de la interferencia? Revista Electrénica
de Motivacién y Emocion 2002, 1-19. (http://reme.uji.es).

Fox E, Russo R, Georgiou G: (2009). Anxiety modulates the degree of attentive
resources required to process emotional faces. Cognitive, Affective and Behavioral
Neuroscience 2009, 2:52-69.

Chun MM, Potter MC: A two-stage model for multiple target detection in Rapid
Serial Visual Presentation. Journal of Experimental Psychology: Human Perception
and Performance 1995, 21:109-127.

Keil A, Ihssen N: Identification facilitation for emotionally arousing verbs during the
attentional blink. Emotion 2004, 4:23-35.

Vaquero J, Frese B, Lupiafiez J, Megias J, Acosta A: El efecto de Parpadeo Atencional:
influencia de las palabras negativas en una tarea de categorizacion de la valencia
afectiva. Psicothema 2006, 13:525-530.

Fenske MJ, Eastwood JD: Modulation of focused attention by faces expressing
emotion: evidence from flanker tasks. Emotion 2003, 3:327-343.

Lavie N: Perceptual load as a necessary condition for selective attention. Journal
Experimental Psychology Human 1995, 21:451-468.

Molté J, Montaiiés S, Poy R, Segarra P, Pastor MC, Tormo MP, Ramirez |, Hernandez
MA, Sanchez M, Fernandez MC, Vila J: Un nuevo método para el estudio
experimental de las emociones: El Internacional Affective Picture System (IAPS).
Adaptacidn espafiola. Revista de Psicologia General y Aplicada 1999, 52:55-87.

Pagina 166 de 246



En la atencion: ¢ Vale una imagen mds que mil palabras?

20. Pastor MC, Segarra P, Poy R, Montafiés S, Tormo M P, Molté J: Efecto diferencial del
contenido especifico de estimulos del IAPS sobre la reactividad fisiolégica de
varones y mujeres. Comunicacion oral presentada en el Il Congreso de la Sociedad
Espafiola de Psicofisiologia 2000 abril, Murcia, Espaiia.

21. Dennis T, Chao-Cheng Chen: Emotional face processing and attention per-formance
in three domains: neurophisiological mechanisms and moderating effects of trait
anxiety. Int. J. Neurophisiological 2007, 65(1):10-19.

Pagina 167 de 246






CAPITULO 8

Atencion visual: influencia de la posicion y distractores en

estimulos visuales tipo Stroop

E.M. Rodriguez Torrecillas
I. Crespo Martin

B. Rapela Orta

R. Mancebo Azor

J.M. Rodriguez Ferrer






Atencion visual: influencia de la posicion y distractores en estimulos visuales tipo Stroop

Atenciodn visual: influencia de la posicion y distractores en

estimulos visuales tipo Stroop

Eva M. Rodriguez Torrecillas, Iris Crespo Martin, Barbara Rapela Orta, Rafael

Mancebo Azor, José M. Rodriguez Ferrer

Laboratorio de Neurociencia Visual y Cognitiva. Instituto de Neurociencias. Universidad
de Granada.

Autor para correspondencia:
Eva Maria Rodriguez Torrecillas, Laboratorio de Neurociencia Visual y Cognitiva, Instituto
de Neurociencias. Telf.: 958 241575

Direccion de correo electronico:
EMRT: rte880@vyahoo.es

Resumen

Introduccidn. La deteccion de estimulos visuales estd influenciada por diversos aspectos
como son su posicién y excentricidad en el campo visual, asi como por el tipo de
estimulos utilizados, y el niumero y tipo de distractores. Todos estos aspectos estan
influidos por la atencidn selectiva, una funcién cognitiva compleja que permite dirigir la
atencion a aspectos relevantes del medio, obviando los irrelevantes. Dicha funcidon
presenta un sistema anatdmico complejo, formado por un conjunto de redes en areas
especificas del cerebro y una lateralizacion cerebral. Objetivo. Se estudié cémo afectan la
posicion en el espacio del estimulo objetivo, la influencia del niUmero y caracteristicas de
los distractores, asi como la mediacion de la atencidn selectiva en la deteccidén de estos
estimulos. Métodos. Se midieron los tiempos de reaccidon (TR) empleados por 20
personas para detectar el estimulo objetivo (tipo Stroop) en dos condiciones
experimentales, administradas a través de una pantalla de ordenador. Estas condiciones
tuvieron diferente distribucién y nimero de elementos (5 dispuestos en forma de equis y
9 en una matriz de 3x3). Resultados. En ambas condiciones experimentales, los TR mas
favorecidos fueron los empleados en la posicién 1 (campo visual izquierdo superior) y 5
(centro). Por el contrario, los TR de las posiciones colocadas en la derecha de la pantalla
fueron los mas altos. Excepto en las posiciones 1 y 5, los TR fueron mayores en la
condicién experimental de nueve elementos. Conclusiones. En conclusion, la cantidad de
distractores, no afecta al TR de la posicidn central y superior izquierda y por tanto no se
puede establecer una relacion directa entre la cantidad de distractores y el TR, como se
afirma en estudios previos.

Palabras clave. Atencién visual. Distractores. Posicidn. Excentricidad. Campo visual.
Stroop.
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Introduccion

El término “atencién” ha sido ambiguo y dificil de definir desde sus inicios. Sin embargo, se
puede definir como un proceso por el cual se focaliza selectivamente la conciencia, filtrando y
desechando la informaciéon no deseada [1, 2 y
figura 1]. La modalidad sensorial de la atencién
mas estudiada ha sido la visual y muchos son los
enfoques y mecanismos empleados para
explorarla. La atencién selectiva visual, convierte
la atencidn en un proceso activo por el que deben
obviarse los estimulos irrelevantes y centrarse en
los relevantes [3, 4].

Algunos de estos enfoques son la Tarea de
Orientacién (Posner), de Flancos (Eriksen) y la
Tarea Stroop [2]. Estos tres enfoques presentan
conflicto estimular y/o de respuesta

Figura 1. Principales conexiones corticales un

implicadas en la atencion visual. Tomado
de Estévez-Gonzdlez et al. [1]. La atencion es
un sistema complejo que anatdmicamente
estd formado por un conjunto de redes en
dreas especificas del cerebro. En la
interconexion de las diferentes dreas, los
cientificos destacan la importancia de dos
vias: La via dorsal que se inicia en la misma
drea V1, interconecta con el cortex parietal
posterior y de aqui a la corteza prefrontal
dorsolateral. La via ventral (V2 y V4) estd
implicada en la supresion de la respuesta de
los distractores y un aumento posterior de la
respuesta neuronal, correspondiente a la
informacion relevante. Esta via también estd
relacionada con un beneficio en el
procesamiento del estimulo que ocupa la

(congruente e incongruente) [6, 7]. La Teoria
Atencional de Posner ha sido la mas estudiada.
Esta teoria (Posner & Petersen, 1990; Posner &
Roethbart, 1991; Posner & Dehaene, 1994) [8-10]
mantiene que las manifestaciones atencionales
estan producidas por sistemas atencionales
separados, aunque relacionados entre si. Ademas,
algunos estudios recientes han combinado estas
tareas para estudiar dicho mecanismo,
planteando nuevos interrogantes [11-13].

Otro de los paradigmas mas seialados en
la atencion visual es la metafora del “foco de luz”.
Aqui la atencidn selecciona una localizacion del
campo visual facilitando el procesamiento de

localizacion espacial atendida [5]. cualquier estimulo situado dentro de esa region.

Segun Eriksen y Eriksen [7], el drea de la zona
atendida tendria aproximadamente 12 de angulo visual de diametro, aunque Posner, Snyder y
Davidson [14] pensaban que el tamafio del foco atencional puede ser variable. Ademas, de
los paradigmas atencionales anteriormente citados, hay que tener en cuenta aspectos
relacionados con la busqueda visual de objetos como son la excentricidad, la influencia de los
campos visuales y de los movimientos sacadicos [15].

El Efecto de excentricidad hace referencia a que cuando los elementos objetivo se
presentan en el punto de fijacion son detectados y localizados de forma mas eficaz que
cuando ocupan posiciones mas periféricas. En este sentido, cuando la sefial de guia
atencional es imperfecta o nula, los sujetos deberdn realizar una exploracién aleatoria de la
exposicién en la que se priorizaran las localizaciones centrales [16, 17]. En relacién a este
efecto, Chen y Treisman [18], sefialaron que la inhibicién de un distractor es mas efectiva en
una localizacion central que en una periférica.
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Con respecto a los campos visuales, Ponte et al. [17], sefalaron que los estimulos que
aparecian en el campo visual izquierdo se detectan mds rapidamente. Esto se puede explicar
como consecuencia de la mayor especializacién del hemisferio cerebral derecho en este tipo
de tareas [19].

Este estudio intenta comprobar cémo afecta la posicién en el espacio del estimulo
objetivo a su deteccidn, asi como la influencia del nimero de distractores. Ademas, hay que
tener en cuenta las caracteristicas de dichos distractores (estimulos de la tarea Stroop de
caracter incongruente) y si los tiempos de reaccién serdn mayores, ya que los participantes
deben analizar las caracteristicas intra-objeto, asi como la posicién que estos ocupan en el
espacio. Se hipotetizd, que las posiciones mas favorecidas en ambas condiciones serian la
central y la superior izquierda. Del mismo modo, que en los ensayos donde el nimero de
distractores era mas elevado, los TR serian superiores. En cuanto a la fase de entrenamiento,
la hipétesis fue que el TR seria mayor en los estimulos incongruentes que en los congruentes.

Métodos

Participantes. El estudio se ha realizado en un grupo de 20 voluntarios sanos (10 mujeres y 10
hombres, con edades comprendidas entre los 22 y los 35 afios, media= 25,95 afios). Todos los
participantes tenian vision normal o corregida con lentes graduadas en el momento de la
prueba y dieron su conformidad para participar en la investigacion.

Estimulos y procedimiento. Los estimulos utilizados en este estudio consistieron en palabras
gue denominaban colores, escritas en mayuscula y con el mismo numero de letras y silabas
(“rojo” y “azul”). Estos estimulos eran incluidos en ensayos, sobre un fondo blanco, donde la
posicidn y el numero de estos variaban en funcidn de la fase experimental en la que los
sujetos se encontraban. Los ensayos eran mostrados en un monitor de rayos catédicos de 24
x 32 cm. El orden de los ensayos y el tiempo entre estos se determiné mediante la aplicacion
informatica EEVOKE en su versidon 2 (ANT Software. Enschede, Paises Bajos). Ademas, fue
necesario un mando de consola para registrar el tiempo de reaccidn de los participantes. Este
registro se llevé a cabo mediante el programa ASA en su version 3 (Advance Source Analysis,
ANT Software).

Las palabras incluidas en el estudio podian definirse como objetivo o distractor
dependiendo del color en el que eran presentadas. Si la semantica y el color coincidian (rojo
escrito en rojo y azul escrito en azul), la palabra era congruente y tenian caracter de objetivo.
Sin embargo, las palabras que no coincidian en estos dos aspectos, eran denominadas
incongruentes (rojo escrito en azul y azul escrito en rojo) y tenian caracter de distractor.
Estos estimulos fueron incluidos en ensayos, presentados en el monitor de un ordenador a
una distancia de 115 cm de los participantes. El tiempo que se mantenia cada ensayo en
pantalla fue de 5 segundos y el tiempo entre estos fue de un segundo.

Los participantes al detectar el estimulo objetivo debian apretar un botén de un
mando lo mas rdpido posible. Cada participante respondié un total de 288 ensayos divididos
en tres condiciones experimentales.

La primera condicién tenia caracter de entrenamiento y estaba formada por 64
ensayos. Cada ensayo constaba de un solo elemento (congruente o incongruente), en el
centro de la pantalla, sobre un fondo blanco. Los ensayos se dividian en 4 bloques de 16
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Tabla 1. Distribucion de los ensayos en las diferentes
condiciones experimentales. Cada una de las fases se divide
en diferentes bloques, aleatorizando la misma cantidad de
ensayos validos y controles.

FASE
ENTRENAMENT O CONDICION EQUIS CONDICIGH 202
loques m ‘|E’EI:II:|LE EE:;E 155|:|np! que
Con Incongr
P4 P-4
P24 L |
Fi-4 14 P34 P34
B B ] 2 Pi4 5] Pa-4 Pa.-d
Ot | Ooj | Ol | O |p3a") 20 |e34 ) 20 psa 3 36 |psa) 36
Fad ¥ PE-4 PE-4
P54 P54 P74 Pr-4
P P-4
po.a a4
R ERELD ] ]
Con | Con | Co | Con | Controdes | Confrales | Controdes | Conroles
n
16 |16 (16 |16 |40Emages | &0 Ersaos | 72 T2
Ersayis | Ensayns
B4 ENSAYOS BO ENSAYOS 144 ENSAYOS
TOTAL 288 ENSAYOS

ensayos cada uno. Dos bloques donde el sujeto sélo tenia que responder lo mas rapido
posible al detectar el estimulo, presionando el botdn, al congruente y otros dos bloques
donde se debia responder al incongruente. De esos 16 ensayos, el 50% fueron controles.

En la segunda condicién experimental los ensayos estaban compuestos por cinco
elementos organizados en forma de equis. Dentro de esta condicidn, el estimulo objetivo
(siempre la palabra congruente) iba cambiando de posiciéon (1, 2, 3, 4 6 5) aleatoriamente el

Tabla 2. Ejemplo de ensayo y esquema de las posiciones analizadas y
de los elementos que han sido utilizados como objetivo y distractor.
Se puede ver como en el primer recuadro, el estimulo objetivo se
presenta en la posicién 5 (posicidn central) y el resto de elementos
(distribuidos en las posiciones restantes) difieren del objetivo o en el
color en que esta escrita la palabra azul o en la palabra (rojo) escrita en
el mismo color. Lo mismo ocurre con los estimulos presentados en la
condicién de nueve elementos.

AZUL AZUL POS 1 POS2

ROJO ROJO

POS1  POS2 POS3

ROJO ROIO AZUL

ROJO ROJO AZUL P(:)S 4 P(:)S 5 P(:)S ()

AZUL AZUL

POST  POSS POSTY
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mismo numero de veces. Aqui los sujetos debian responder presionando el botén lo mas
rapido posible al detectar el estimulo objetivo en cualquiera de las posiciones. Por tanto, se le
presentaba al sujeto dos bloques de 40 ensayos cada uno, divididos en 20 controles (no
habia estimulo objetivo, todos eran distractores y no debia emitirse ninguna respuesta) y 20
ensayos validos en los cuales el sujeto si debia responder. En estos ultimos bloques el
estimulo objetivo aparecia cuatro veces para cada posicién. Por tanto, en esta condicidon
habia un total de 80 ensayos.

En la ultima condicién, cada ensayo estaba formado por 9 elementos (3 filas x 3
columnas). El nimero total de ensayos fue de 144, divididos en dos bloques. Cada bloque
consto de 72 ensayos, donde el sujeto sélo debia emitir la respuesta (presionando el botén lo
mas rapido posible al detectar el estimulo objetivo en cualquiera de las 9 posiciones) en 36 de
ellos para cada bloque (ensayos validos), ya que los 36 restantes fueron controles. De la
misma manera que en la condicién anterior, el estimulo objetivo (congruente) se presentaba
4 veces en cada una de las nueve posiciones posibles de forma aleatoria.

La tabla 1 muestra de forma esquematica, la distribucion de los 288 ensayos totales.
De la misma manera, la Tabla 2 muestra dos ejemplos de ensayos con las equivalencias de las
posiciones analizadas.

Resultados

El analisis de datos no se aplicd sobre los ensayos control. Dentro de estos ensayos sélo se
tuvo en cuenta el porcentaje de falsas alarmas que cometieron los sujetos. El analisis
estadistico, se realizé para los ensayos validos, descartando los ensayos con error y aquellos
en los que el tiempo para dar la respuesta era sobrepasado. En las tres condiciones
experimentales, el analisis estadistico se llevd a cabo con la versién 15.0 para Windows del
paquete estadistico SPSS, el cual se aplicé sobre las medias del tiempo de reaccidn (TR)
empleado para emitir la respuesta por cada sujeto en cada posicion.

= Los resultados
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Figura 2. TR obtenidos por los sujetos al detectar los estimulos
congruentes e incongruentes. *p<0,006, comparacion entre estimulos
congruentes e incongruentes.
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que a los congruentes (784,09).

En referencia al porcentaje de aciertos y falsas alarmas, no varié mucho de un tipo de
estimulo a otro (congruente o incongruente). En los dos tipos de estimulos, los sujetos
cometieron la misma tasa de errores 0,63%. Por otro lado, la tasa de falsas alarmas fue de
4,69% para los estimulos congruentes y 5,31% para los incongruentes.

En la condicidén experimental compuesta por cinco estimulos y tras un Andlisis Lineal
General Univariante se evidenciaron diferencias significativas (Figura 3). Aunque el TR de los
sujetos en la posicidn 4 es mayor que en las posiciones restantes (1634 ms), la significacion
s6lo se obtuvo con respecto a la posicion 1 (p < 0,004) y 5 (p < 0,009). En la posicién 4, los
sujetos tardaban 292,13 ms. mas en responder con referencia a la 1. Y con respecto a la
posicion 5, los sujetos necesitaban 274,51 ms mas para responder al estimulo objetivo con
relacién a la posicion 4.

Por otro lado, en esta

g i condicién el porcentaje de
a error (omisiones) fue de
et b 0,63% vy el de falsas alarmas

(emitir respuesta cuando no
se presenta estimulo) fue de
2,63%.
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Figura 3. TR obtenidos en la deteccion del estimulo objetivo .
(congruente) en la condicién experimental de cinco elementos. La  TU€ron siempre menores que
comparacién de los TR de las cinco posiciones revela dos 10s empleados en las
puntuaciones significativas. (°p < 0,004) comparacion de la posicién posiciones restantes. En
1y 4. (°p <0,009) comparacién de la posicién 5 y 4. relacién con esta posicion, se
encontré significacién con
respecto a las posiciones 3, 6, 7, 8, 9 (p < 0,000) y a la 4 (p < 0,036). En la segunda posicion,
las diferencias significativas se encontraron en las posiciones 3, 6, y 9 (p < 0,001). En
referencia a la posicién 3, ademas de la significacién anteriormente citada, hay que sefalar
las diferencias encontradas en relacidn a la posicién 4 (p < 0,034) y la 5 (p < 0,002). De la
misma manera, en la posicion 4, también hubo diferencias significativas relacionadas con las
posiciones 6 (p <0,035)y 9 (p <0, 031). Por ultimo, en la posicién 5, hubo significacion en las
posiciones 6 (p < 0,002) y 9 (p < 0,001).
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Tabla 3. Diferencias significativas entre las distintas posiciones de la condicién de
nueve elementos.

POSL1 | POS2 [POS3 |[POS4 [POSS|PDS6 |POST |POSS | POSO

POS 1 P=0,000 | P <0036 P<0,000 | P<0,000 | P=0,000] P<0,000
POS 2 P=<0,001 P=<0,001 P<0,001
POS 3 | P=<0,00d0 P=0,001 P<0,034 | P<0,003
POS 4 | P=0,034 P=<0,034 P<0,035 P <0, 031
POS 5 P=<0,002 P<0,002 P<0,001
POS 6 | P=0,000 P=0,001 P 035 | P=0,003

POS 7 | P=0,000
POS & | P<0,000
POs 9 | P=0,000 P=0,001 P=003 [FP=000

La tabla 3 muestra las significaciones de una manera detallada. En otro orden de
cosas, el porcentaje de errores fue de 1,66% y el de falsas alarmas de 3,05%. La figura 4
muestra los TR en la condicién de nueve estimulos.

300000+

200000+

Mean tiemreac
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o=
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Figura 4. TR obtenidos en la deteccion del estimulo objetivo
(congruente) en la condicion experimental de nueve elementos. La
comparacion entre las distintas posiciones evidencia diferencias
significativas. Estas diferencias son las siguientes: (°p < 0,001)
significacion entre las posiciones 1y 3, 6, 7, 8, 9; (bp < 0,036)
significacioén entre la posicion 1y 4. (‘p < 0,002), comparacion entre las
posiciones 3,5y 6 p <. 02. (d p < 0,001), comparacion entre las posiciones

Por ultimo, se compararon la ejecucion de los sujetos en posiciones equivalentes
(Tabla 4) de ambas condiciones (5 y 9 elementos). El objetivo de esta comparacion fue
determinar la influencia del numero de distractores, asi como la producida por el campo
visual. Para equiparar las posiciones, en la condiciéon de nueve elementos se eliminaron los
estimulos de la linea media horizontal y vertical, excepto la posiciéon central y quedando
distribuidos de igual manera que en la condicidén de 5 elementos.
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Figura 5. Diferentes significaciones obtenidas al comparar posiciones equivalentes
en las distintas condiciones. Estas significaciones son: (°p < 0,001), comparacion de la
posicion 2 en ambas condiciones; (b ‘p < 0,005), comparacion de la posicién 3y 4 en
ambas condiciones.

Los resultados (Figura 5) obtenidos tras la comparacion revelan diferencias
significativas en la posicion 2 (p < 0,000) entre ambas condiciones. Los sujetos tardan 370, 57
ms mas en encontrar el estimulo objetivo en esa posicion en la condicion de nueve
elementos. De la misma manera, la equivalencia en la posicion 3 y 4 muestra, también,
efectos significativos (p < 0,005) entre ambas condiciones. Aqui los sujetos tardaron 278,19
ms mas en responder para la posicién 3 y 273,52 ms mas para la 4. Decir ademas, que los
sujetos emplean mas tiempo en responder, en la condicion de nueve elementos, a la
posicion 1y 5 pero no se obtuvo significacién al comparar una condicion con otra.

Tabla 4. Ejemplo de ensayo y esquema de las posiciones analizadas y de los elementos que han sido
utilizados como objetivo y distractor. Se puede ver como en el primer recuadro, el estimulo objetivo se
presenta en la posicion 5 (posicion central) y el resto de elementos (distribuidos en las posiciones restantes)
difieren del objetivo o en el color en que esta escrita la palabra azul o en la palabra (rojo) escrita en el
mismo color. Lo mismo ocurre con los estimulos presentados en la condicidn de nueve elementos.

AZUL AZUL POS 1 POS 2
POS 3

ROJO ROIO

POS3 POS 4

POS1 POS 2 POS 3

AZUL

RoI0 AzuL POS 4 POS 5 POS 6

AZUL AZUL

POS 7 POS 8 POSI 9
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Discusion

Con el fin de evitar sesgos de género, en cuanto a la busqueda visual y la atencién selectiva, la
muestra de este estudio estuvo igualada, es decir, no hubo predominio de ningln sexo, diez
hombres y diez mujeres. También decir, que el tiempo de presentacién de los estimulos
utilizados en este trabajo, estan dentro de los utilizados en estudios de caracteristicas
similares [17]. El nimero bajo de falsas alarmas y errores cometido en las diferentes fases
experimentales, revela que los participantes detectaban los estimulos con facilidad.

La fase de entrenamiento, se ideo con la intencidn de familiarizar a los sujetos con los
estimulos y el procedimiento de la tarea, asi como para comprobar que los sujetos tardaban
mas en los estimulos incongruentes. Esto es debido a que en las siguientes fases
experimentales el papel de este tipo de estimulos fue de distractores.

Los resultados en esta primera fase, mostraron que los sujetos necesitaron mas
tiempo para responder a los estimulos incongruentes (846,09 ms) que para responder a los
congruentes (784,09 ms). Este patron en la respuesta de los sujetos mostré acuerdo con
paradigmas atencionales importantes. En estos paradigmas se suele comparar la ejecucion en
una situacion en la que dos dimensiones estimulares, una relevante y otra distractora, son
congruentes o evocan respuestas compatibles, con una condicién en la que la dimensién
distractora es incongruente o esta asociada a una respuesta incompatible con la elicitada por
la dimensidn relevante. Normalmente se encuentra que los participantes son mas rapidos y
precisos para los ensayos compatibles que para los incompatibles. Esto ocurre en la tarea
Stroop, donde el TR es mayor en la condicion interferencia, ya que debe inhibirse la respuesta
automatica (la lectura de la palabra) para decir el nombre en el que esta escrita la palabra [6].

De la misma manera, en la tarea de Flancos, los sujetos tardan menos tiempo en

responder al estimulo objetivo cuando estd flaqueado por distractores congruentes al
objetivo (HHH), que cuando lo esta por incongruentes (LHL). Sin embargo, el efecto puede
reducirse cuando la distancia entre los flancos y el objetivo se incrementa.
Por tanto, en esta tarea ademas de jugar un papel importante la atencién espacial, también
estd implicada la proximidad fisica. Es decir, si el estimulo objetivo y distractor estdn préximos
en el espacio, los recursos utilizados para inhibir el estimulo irrelevante son mayores,
haciendo mas complicado atender al estimulo objetivo [20].

En el paradigma de Posner, se proponen tres redes atencionales: La Red Atencional
Posterior (orientacion de la atencién hacia el espacio donde aparece el estimulo
potencialmente relevante); La Red Atencional de Vigilancia y/o Alerta (se encarga de
mantener el “arousal”); y La Red Atencional Anterior (relacionada con la atencién ejecutiva, y
por tanto con las tareas tipo Stroop). Aqui los TR de los sujetos son superiores cuando la sefial
de orientacion atencional es incongruente (no vélida) con el lugar correcto de aparicion del
estimulo objetivo [2, 5, 11].

Por otro lado, aunque el porcentaje de errores es similar al responder a los dos tipos
de estimulos, el porcentaje de falsas alarmas aumenta en un 0,62% en los estimulos
incongruentes. Esto puede ser consecuencia de un aumento de la concentracidon para
detectar los estimulos incongruentes y responder a ellos, debido a que es una respuesta que
requiere de la resoluciéon de un conflicto estimular (atencién ejecutiva o red atencional
anterior), como sefialan Colmenero et al [5].
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Los resultados obtenidos en las condiciones experimentales de cinco y nueve
elementos muestran claramente que hay dos posiciones favorecidas. Estas posiciones son la
posicion 1 (campo visual superior izquierdo) y la 5 (posicion central). La comparacion de estas
posiciones en ambas condiciones, no revelé diferencias significativas. Por tanto se puede
concluir, que el efecto de los distractores no influye a estas dos posiciones. Incluso hay que
sefialar, que en ambas condiciones el TR fue inferior en la posicién 1 que en la 5, lo que
supondria una superioridad del hemisferio derecho en tareas de atencién selectiva [1, 12].
Seguidamente, los sujetos prestarian atencidn a las posiciones centrales guiados por un
efecto de excentricidad [16, 17].

En relacion a la superioridad hemisférica derecha en tareas de busqueda visual y
atencion selectiva, el TR empleado por los sujetos para responder a los estimulos que se
encontraban a la derecha de la pantalla, la respaldaria. Esto es debido a que en ambas
condiciones el tiempo necesitado para responder a esas posiciones, fue mayor. En la
condicién experimental de cinco elementos, el TR para la posicién 2 fue de 1535,78 ms y para
la cuarta 1636,90 ms (ambas se encuentran a la derecha de la pantalla). El tiempo de esta
ultima posicion fue el mas alto en esta condicidn.

Con respecto a la condicion de nueve elementos, las posiciones afectadas fueron la 3
(1906,30 ms), la 6 (1906,09 ms) y la 9 (1909,42 ms). De mismo modo que en la condicidon
anterior, la posicién que ocupa el campo visual derecho inferior es el mas perjudicado a la
hora de detectar el estimulo objetivo (posiciones 4 y 9). Otra posible explicacién de porqué
los sujetos tardan mas en las posiciones situadas a la derecha de la pantalla, seria que estos
realizan una busqueda visual serial. Es decir, primero se procesaria un estimulo y después
otro, lo cual exige gran atencién. Trabajos como los de Carrasco et al. [21] y los de Ponte y
Sampedro [22] van en la linea de averiguar cémo influye una guia atencional en el
procesamiento de los estimulos.

En otro orden de cosas, el efecto producido por los distractores ha sido descrito por
varios autores que sefalan que la presencia de un distractor entorpece la respuesta al
estimulo objetivo por parte del sujeto [12, 17]. Aunque en las posiciones 1 y 5 no existe
perjuicio en la ejecucion por el aumento de los distractores, este perjuicio si fue evidente en
la equivalencia de las posiciones 2, 3 y 4 al comparar ambas condiciones.

Por otro lado, hay que sefialar, que para que los sujetos realizaran la deteccién del
estimulo objetivo entre estimulos distractores similares pero incongruentes, estos debian
analizar las dimensiones intra-objeto (atencidn ejecutiva) ademas de la posicion. Es decir, que
para que la respuesta del sujeto fuese correcta, debian procesar conjuntamente la
informacién espacial y la dimensional. Esto puede ser una explicaciéon de porqué los tiempos
de reaccién fueron tan elevados [11]. Por ejemplo, en la fase de entrenamiento, los tiempos
medios de respuesta fueron entre 700 y 900 ms, sin embargo, en las dos restantes
condiciones los tiempos medios estuvieron entre los 1000 y 2000 ms.

Conclusiones

A nivel de conclusion, se puede sefalar que al igual que en otro tipo de tareas atencionales,
los estimulos congruentes se detectan antes que los incongruentes. Ademds se ha

Pagina 180 de 246



Atencion visual: influencia de la posicion y distractores en estimulos visuales tipo Stroop

encontrado que la cantidad de distractores, no afecta al TR de la posiciédn central y campo
visual superior izquierdo, sefialando que no se puede establecer una relacion directa entre la
cantidad de distractores y el TR, como se afirma en estudios previos. Como propuesta para el
futuro, en préximos estudios, podria afadirse un punto de fijacién central antes de la
presentacion de cada ensayo para ver si sigue siendo la posicién 1 la mas favorecida, o si por
el contrario los sujetos responden con mas rapidez al estimulo central. De la misma manera,
muchos son los paradigmas que demuestran que se necesita mas tiempo para responder a los
estimulos incongruentes. ¢Qué sucederia si los distractores pasaran a ser los estimulos
congruentes y los sujetos tuviesen que responder a un estimulo objetivo incongruente? ¢Los
tiempos de reaccion serian similares a los obtenidos en este estudio o por el contrario serian
superiores?

Pagina 181 de 246



E.M. Rodriguez Torrecillas, I. Crespo Martin, B. Rapela Orta, R. Mancebo Azor, J.M. Rodriguez Ferrer

Agradecimientos

A todos los voluntarios, ya que sin su participacion generosa el presente trabajo no se
hubiese podido llevar a cabo. Ademads, agradecer la colaboracién de la Dra. M2 Teresa
Miranda y del Dr. Juan Lupiafiez.

Pagina 182 de 246



Atencion visual: influencia de la posicion y distractores en estimulos visuales tipo Stroop

10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.

Referencias

Estévez-Gonzdlez A, Garcia-Sanchez C, Junqué C: La atencidn: una compleja funcién
cerebral. Rev Neurol 1997, 25: 1989-97.

Funes MJ, Lupiadfiez J: La teoria atencional de Posner: una tarea para medir las
funciones atencionales de Orientacion, Alerta y Control Cognitivo y la interaccién
entre ellas. Psicothema 2003, 15: 260-266.

Colmenero JM, Catena A, Fuentes LJ, Mari-Beffa P: Influencias inhibitorias de la
atencidn en la seleccién de informacidn visual para la accién. Cognitiva 1995, (7) 1:
113-128.

Agis |, Carmona E, Fuentes LJ, Catena A: Mecanismos inhibitorios de la atencién
selectiva: una revisidn. Revista de Psicologia General y Aplicada 1996, 50: 359-370.
Colmenero JM, Catena A, Fuentes LJ: Atencion Visual: Una revisidon sobre las redes
antencionales del cerebro. Anales de Psicologia 2001, 17: 45-67.

Stroop J: Studies of interference in serial verbal reactions. Journal of Experimental
Psychology 1935, 18: 643-661.

Eriksen BA, Eriksen CW: Effects of noise letters upon the identification of a target
letter in a nonsearch task. Perception and Psychophysics 1974, 16: 143-149.

Posner M, Petersen SE: The attention system of the human brain. Annual Review of
Neuroscience 1990, 13: 25-42.

Posner MI, Rothbart, MK: Attentional mechanisms and conscious experience 1991.
En AD Milner y MD Rugg. (Eds.), The Neuropsychology of consciousness (pp. 91-112),
London: Academic Press.

Posner MI, Dehaene S: Attentional networks. Trends in Neuroscience 1994, 17: 75-79.
Chajut E, Schupak A, Algom D: Are spatial and dimensional attention separate?
Evidence from Posner, Stroop, and Eriksen tasks. Memory & Cognition 2009, 37 (6):
924-934.

Funes MJ, Lupidfiez J: El efecto de las sefales espaciales sobre el efecto de Stroop
Espacial 2007: En Ortells J.J. (Eds.), La Atencidn: Un enfoque pluridisciplinar, Vol IIl.
Shalev L, Algom D: Stroop and Garner Effects In and Out of Posne’s Beam:
Reconciling Two Conceptions of Selective Attention. Journal of Experimental
Psychology: Human Perception and Performance 2000, 26: 997-1017.

Posner MI, Snyder CRR, Davidson BJ: Attention and the detection of signals. Journal
of Experimental Psychology: General 1980, 109: 160-174.

Adam JJ, Davelaar EJ, Van Der Gouw A, Willems P: Evidence for attentional processing
in spatial localization. Psychological Research 2008, 72: 433-442.

Mancebo-Azor R, Sdez-Moreno JA, Dominguez-Hidalgo |, Luna-Del Castillo JD,
Rodriguez-Ferrer JM: Efectos del contraste, excentricidad y posicidn en la deteccién
de estimulos visuales en humanos. Rev Neurol 2009, 48: 129-133.

Ponte D, Sampedro MJ, Pardavila M: Efecto de la excentricidad en tareas de
busqueda visual que difieren en las demandas atencionales. Psicothema 2004, 16:
563-569.

Chen Z, Treisman A: Distractor inhibition is more effective at a central than at a
peripheral location. Perception and Psychophysics 2008, 70: 1081-1091.

Whitehead R: Right hemisphere processing superiority during sustained visual
attention. Journal of Cognitive Neuroscience 1991, 3: 329-334.

Fuentes LJ, Tudela P: Semantic processing of foveally and parafoveally presented
words in a lexical decision task. The Quarterly Journal of Experimental Psychology A:
Human Experimental Psychology 1992, 45A: 299-322.

Pagina 183 de 246



E.M. Rodriguez Torrecillas, I. Crespo Martin, B. Rapela Orta, R. Mancebo Azor, J.M. Rodriguez Ferrer

21. Carrasco M, Ponte D, Rechea C, Sampedro MJ: “Transient structures” the effects of
practice and distractor grouping on within-dimension conjunction searches.
Perception and Psychophysics 1998, 60: 1243-1258.

22. Ponte D, Sampedro MJ: Guia de la atencidn hacia un elemento definido por una
conjuncion intradimensién. Psicothema 1997, 9: 377-382.

Pagina 184 de 246



CAPITULO 9

Toma de decisiones en adolescentes con exceso de peso: andlisis

preliminares

E. Delgado-Rico

N. Albein Urios
E.Gonzdlez Jiménez
J. Schmidt

F. Cruz

M. Pérez-Garcia

C. Campoy

A. Verdejo-Garcia






Toma de decisiones en adolescentes con exceso de peso: andlisis preliminares

Toma de decisiones en adolescentes con exceso de peso: analisis

preliminares

Elena Delgado-Rico }, Natalia Albein Urios ', Emilio Gonzalez Jiménez?2, Jacqueline
Schmidt %, Francisco Cruz !, Miguel Pérez-Garcia ', Cristina Campoy >* y Antonio

Verdejo-Garcia -

1, Departamento de Personalidad, Evaluacién y Tratamiento Psicoldgico, Facultad de
Psicologia. Campus de Cartuja s/n, 18071 Granada, Espafia.

2, Departamento de Enfermeria, E. U. Ciencias de la Salud. Avda. de Madrid s/n, 18071
Granada, Espafia.

3, Instituto de Neurociencia F. Oldriz, Facultad de Medicina. Avda. de Madrid 11, 18012
Granada, Espafia.

4, Departamento de Pediatria, Facultad de Medicina. Avda. de Madrid 11, 18012
Granada, Espafia.

Direcciones de correo electrdnico:
EDR: elenadr@ugr.es
NAU: natalia.alur@gmail.com
EGJ: emigoji@correo.ugr.es
JS: jschmidt@ugr.es
FC: fcruz@ugr.es
MPG: mperezg@ugr.es
CC: ccampoy@ugr.es
AVG: averdejo@ugr.es

Resumen

Introduccidén: Los estudios realizados con adolescentes obesos muestran una relacién
negativa entre el IMC y el rendimiento neuropsicolégico, por ejemplo, en tareas de toma
de decisiones (Verdejo et al., 2009). Sin embargo, y a pesar de la creciente evidencia, los
estudios sobre el rendimiento neuropsicolégico en adolescentes con sobrepeso u
obesidad son aun escasos. El objetivo de esta comunicacidn es explorar la toma de
decisiones en adolescentes con sobrepeso u obesidad. Método: La muestra se compone
de 15 adolescentes con sobrepeso u obesidad (indice Masa Corporal (IMC)) entre 22,8 —
41,3 kg/m2) y 5 adolescentes con normopeso (IMC < 22,5 kg/m2), de ambos sexos. El
intervalo de edad oscild entre los 13 — 16 afios. Todos los participantes cumplimentaron
el Inventario de Trastornos de la Conducta Alimentaria (EDI-2) (GARNER D.M. TEA
EDICIONES Madrid, 2005) vy la lowa Gambling Task (Bechara y cols., 1994; Adaptacién
espainola, Verdejo y cols., 2004). Resultados: Los resultados obtenidos corroboran la
relacién negativa entre el IMC y la toma de decisiones (r = -0,483; p <0,05). Ademas, se
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observan correlaciones relevantes entre la toma de decisiones y algunos factores de los
trastornos de la conducta alimentaria. Concretamente, se encuentran correlaciones entre
la toma de decisiones y el miedo a la madurez (r = -0,412), impulsividad (r = -0,391) y
ascetismo (r = -0,607). Conclusiones: Los resultados sugieren que el sobrepeso y ciertas
caracteristicas de los trastornos de la conducta alimentaria se relacionan negativamente
con el rendimiento neuropsicoldgico en tareas de toma de decisiones.
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Introduccion

Las tasas de obesidad en nifos y adolescentes han aumentado notablemente en las ultimas
décadas. Recientes datos epidemioldgicos indican un aumento de la prevalencia en la mayor
parte de los paises del mundo. Segun el estudio AVENA, Espaia es el segundo pais europeo
con mayor numero de nifos y adolescentes obesos. Los problemas de peso entre los
adolescentes espafioles se han casi triplicado en los ultimos 20 afios [1]. Estudios recientes
indican que el 26,5% de los nifios y adolescentes espafioles tiene sobrepeso (12,5%) y
obesidad (14%), lo que supone que 1 de cada 4 tiene exceso de peso, dandose las tasas mas
altas en Andalucia y Canarias [2]. Esto supone un importante y creciente problema de salud,
pues tener exceso de peso durante la nifiez o adolescencia esta asociado con numerosos
problemas médicos, psicoldgicos y psicosociales, tanto en el momento actual como en el
futuro. Respecto a los problemas médicos, la mayoria de los estudios indican que existe una
mayor probabilidad de padecer enfermedades cardiovasculares, diabetes, cancer, y otras
enfermedades [3]. Los problemas psicolégicos y psicosociales no estdn tan bien
documentados, sin embargo, algunos estudios sefalan que los adolescentes con exceso de
peso tienen mas problemas de conductas y una autoestima mas baja que los adolescentes
con normopeso. A largo plazo, los problemas de peso pueden propiciar el desarrollo de
problemas psicoldgicos, como por ejemplo, depresion, ansiedad, baja autoestima, mayor
agresividad, etc. [4].

Obesidad y Neuropsicologia

Desde la neuropsicologia, se defiende que la obesidad se produce por una interaccién
anormal entre los mecanismos cerebrales implicados en la regulacidn fisioldgica de la ingesta
y los mecanismos cerebrales implicados en la regulacion motivacional de la toma de
decisiones. Las investigaciones muestran que cuando se produce un descenso de energia, el

estandar

Dopamina
Opiaceos
etc

Comida
. —_—)
apetitosa Gusto v valor caldrico

NPY
Orexina
Grelina

Figura 1. Seiiales de hambre y saciedad durante la ingesta de comida estdndar y apetitosa. Arriba:
sefializacion de hambre y saciedad durante la ingesta de comida estdndar; Abajo: La comida apetitosa
produce resistencia a las distintas sefiales de saciedad (CCK, insulina y leptina) resultando en
sobrealimentacion. La ingesta queda controlada por un incremento de la actividad del sistema de
motivacion y recompensa (Dopamina, Serotonina y Opidceos), disparado por el atractivo del sabor,
produciendo hipersensibilizacion de la motivacion hacia la comida.
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hipotdlamo protagoniza la liberacion de sefiales de hambre y la activacion de sus receptores.
Si se ingiere comida estandar (nivel calérico y palatabilidad normal) la informacién sobre el
contenido caldrico y el sabor viaja al tronco cerebral, y de ahi, se transmite al hipotalamo,
permitiendo la liberacidn o regulacién de varios péptidos que generan sensaciones de
saciedad, y que propician el cese del consumo de alimentos para mantener el equilibrio
homeostatico. Sin embargo, si se ingiere comida apetitosa (alto nivel caldrico y alto grado de
palatabilidad), la informacidn sobre el contenido calérico y el sabor es transmitida al sistema
de recompensa, el cual libera y/o regula mediadores de recompensa (dopamina,
endocannabinoides y opidceos) que interfieren sobre las neuronas del hipotdlamo que
controlan el apetito. Como consecuencia, aumentan las sefiales de los péptidos que producen
las sensaciones de hambre (neuropéptido Y, orexina, etc.) y decaen las sefiales de los
péptidos que producen la saciedad (insulina, leptina, etc.) (ver figura 1). Por tanto, cuando la
comida es apetitosa se mantienen las sefiales de hambre, favoreciendo el consumo de
alimentos, no tanto por las necesidades bioldgicas sino por las recompensas agradables que
esto produce [5]. En resumen, podria decirse que el valor heddnico de los alimentos regula la
conducta de ingesta, de manera que cuando la comida es de bajo valor heddnico (nivel
calérico y palatabilidad normal), dicha conducta es controlada por los mecanismos
homeostaticos que regulan el apetito, y cuando la comida es de alto valor heddnico (alto nivel
calérico y alto grado de palatabilidad), la conducta pasa a ser controlada por los mecanismos
cerebrales implicados en la regulacién motivacional de incentivos. En este sentido, se ha
propuesto que la obesidad comparte mecanismos psicolégicos y neurobiolégicos con la
adiccion, donde las sustancias de consumo desplazan o “secuestran” los mecanismos de
decision adaptativos [3,4]. En este contexto, podemos definir la obesidad como una
alteracion de los mecanismos de toma de decisiones que permiten dirigir la conducta hacia
metas adaptativas. Esta vision se refleja en el modelo del marcador somatico.

Toma de decisiones: el modelo del Marcador Somdtico

El modelo del Marcador Somatico propone que la toma de decisiones es un proceso guiado
por sefiales emocionales (marcadores somaticos) que anticipan los resultados prospectivos
de distintas opciones de respuesta,
marcandolas como positivas o negativas para
el organismo de acuerdo con una ldgica
homeostdtica [6, 7]. Las sefales corporales
(marcadores somaticos) proyectan sefiales

e ®Striatum
——

Cell bodies of NT svstems )'"—A;wm ascendentes a través de diversas vias de
in brainstem. 4 ' comunicacién cuerpo-cerebro (vagal,
hormonal, musculo-esquelética). Los

marcadores somaticos son procesados al nivel

Body del tronco cerebral, donde se encuentran los

cuerpos celulares de los principales
Figura 2. Proyeccion de las sefiales corporales ~ neurotransmisores: Dopamina, Serotonina vy
(marcadores somdticos) a través de diversas  Noradrenalina. A través de la accidén de estos
vias de comunicacion cuerpo-cerebro (vagal,  neurotransmisores, los marcadores somaticos
hormonal, misculo-esquelética). participan en, al menos, dos procesos: (1)
consolidar experiencias emocionales al nivel de la insula y las cortezas somatosensoriales, y
(2) influir sobre los procesos de motivacidon y decision, a nivel del cuerpo estriado y las
cortezas orbitofrontal y cingulada (ver figura 2) [8]. Desde este modelo, postulariamos que la
obesidad estd asociada con la alteracion de al menos dos mecanismos complementarios: (1)
se produce una valoracion exagerada del valor motivacional o heddnico de los alimentos
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(p.e., basada en su grado de palatabilidad o su nivel calérico), produciendo sefiales somaticas
muy intensas que podrian atenuar la influencia de sefiales homeostaticas; y (2) se produce un
déficit en los mecanismos de control de impulsos y autorregulacion que en condiciones
normales controlan conductas inapropiadas para las demandas actuales.

Consideraciones psicobioldgicas del neurodesarrollo

Durante la adolescencia ocurren importantes cambios anatémicos, funcionales y metabdlicos
en el cerebro que permiten a los adolescentes ir adquiriendo progresivamente estilos
emocionales y cognitivos adultos. En esta etapa, la poda sindptica y otros procesos de
desarrollo del coértex prefrontal, concurren con una mayor motivacion para buscar e
involucrarse en nuevas experiencias, sobre todo, las que tienen que ver con situaciones de
recompensa. Sin embargo, el cortex prefrontal ain no ha alcanzado su maximo desarrollo,
por lo que las funciones cognitivas que dependen de la maduracidn de estos circuitos, como
por ejemplo, la capacidad para inhibir los impulsos o de autorregular la conducta, aiin no han
alcanzado su mdaximo nivel. En resumen, podria decirse que la mayor motivacién para
participar en nuevas actividades proporciona experiencias que facilitan la maduracién de la
corteza prefrontal, pero al mismo tiempo, suponen un periodo de vulnerabilidad hacia cierto
tipo de comportamiento, pues la relativa inmadurez del sistema de control del cértex
prefrontal, acompafiado por una relativa madurez del sistema estriado, responsable de los
procesos de recompensa y motivacion, hacen que durante la adolescencia la actividad del
sistema de recompensa prevalezca sobre la del sistema que regula la evitacion o el
autocontrol [9].

Teniendo en cuenta todo lo mencionado en parrafos anteriores, los objetivos de este trabajo
son: (1) examinar el rendimiento neuropsicolégico en toma de decisiones de adolescentes
con sobrepeso u obesidad, y (2) explorar su asociacion con factores psicolégicos relacionados
con trastornos de la conducta alimentaria.

Métodos

Participantes

La muestra estuvo compuesta por un total de 20 adolescentes de ambos sexos (12 chicasy 10
chicos), 15 con exceso de peso (IMC entre 22,8 — 41,3 kg/m2) y 5 con normopeso (IMC < 22,5
kg/m2), pertenecientes a 12 centros educativos de Granada (capital). El intervalo de edad
oscilé entre los 13 — 16 afios. Todos ellos, firmaron un consentimiento informado antes de
participar en el estudio.

Instrumentos y procedimiento
Inventario de Trastornos de la Conducta Alimentaria [10]

Es un autoinforme que evalla actitudes y rasgos psicoldgicos relevantes para realizar un
screening de los trastornos de la conducta alimentaria. Consta de 91 items: 64 puntian en 8
escalas principales (obsesion por la delgadez, bulimia, insatisfaccién corporal, ineficacia,
perfeccionismo, desconfianza interpersonal, conciencia interoceptiva, miedo a la madurez) y
27 en otras 3 (ascetismo, impulsividad e inseguridad social). La escala de respuesta es de 6
puntos (nunca/siempre), pero se corrigen de 3-2-1-0-0-0, por motivos tedricos. Hay items
positivos y negativos, por lo que los puntos se atribuyen en funcién de la redaccién.
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lowa Gambling Task [11]

Es una tarea de ordenador que evalla la toma de decisiones. En la pantalla aparecen 4 mazos
de cartas (ver figura 3). El

ScORE| | | participante debe ir eligiendo
Loan N | cartas de los cuatro mazos hasta
realizar 100 elecciones. Con cada
IO A AR carta, el participante puede ganar,

. . . . e
A B C D

de cada eleccién se le proporciona
Figura 3. lowa Gambling Task

un feedback. El objetivo es
conseguir el mayor dinero posible.
Los mazos A y B, son mazos
“arriesgados”’, pues proporcionan
alta recompensa inmediata pero
un alto castigo demorado, y los mazos C y D, son mazos “seguros”, proporcionan baja
recompensa inmediata pero tienen un minimo castigo demorado. La puntuacién final se
obtiene sumando las elecciones seguras y restandole la suma de las elecciones arriesgadas
[(C+D)-(A+B)]. El resultado es una curva de aprendizaje de cinco puntos, pues las 100
elecciones se dividen en 5
bloques de 20 ensayos.

Gpo al que  10d0s los participantes, tras
pertanace f I t . t

Normopeso TiFMAr e consentimiento
p——o Ovesidad —informado, llevaron a cabo
i ambas tareas.

Andlisis de datos

Se llevaron a cabo
-5 : correlaciones entre las dife-
i : i rentes variables usando el
! 2 2 programa estadistico SPSS
bloeque >,
version 15.1.

EE
(LT

Grdfica 1. IMCy rendimiento en tarea de toma de decisiones

Resultados

Los resultados mostraron la existencia de una correlacidon negativa entre el IMC y el
rendimiento la tarea de toma de decisiones (r = -0,483; p <0,05). Como puede observarse en
la gréfica 1, los adolescentes con normopeso tienen mejor rendimiento que los que tienen
exceso de peso, los cuales, obtienen puntuaciones inferiores a 0 y la curva de aprendizaje a lo
largo de la tarea es practicamente plana. Ademads, se observan correlaciones significativas
entre el rendimiento en toma de decisiones y las puntuaciones de diversos factores
relacionados con trastornos de la conducta alimentaria. Concretamente, se encuentran
correlaciones entre la toma de decisiones y “miedo a la madurez” (r = -0,412), “impulsividad”
(r=-0,391) y “ascetismo” (r = -0,607).
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Discusion

La relacién negativa entre el IMC y el rendimiento en tareas de toma de decisiones
corrobora los datos encontrados en estudios anteriores [13,14]. Esto puede ser explicado
teniendo en cuenta el modelo del Marcador Somatico. Como se explicd anteriormente, es
posible que los adolescentes con exceso de peso generen sefiales somaticas mas intensas
ante situaciones de recompensa inmediata. Dichas sefales podrian interferir en el proceso de
toma de decisiones, sobrestimando el valor la recompensa y produciendo déficit en los
mecanismos de que controlan los impulsos o autorregulan la conducta. Este modelo, también
podria explicar la relaciéon negativa entre la impulsividad y el rendimiento en la tarea de toma
de decisiones.

Por otra parte, la relacidon negativa entre el miedo a la madurez y la toma de decisiones
podria ser explicada atendiendo a los procesos de neurodesarrollo que estan ocurriendo en
esta etapa. Aquellos adolescentes que se encuentran en un nivel de maduracién superior
respecto a los otros, tomarian decisiones mas adaptativas y tendrian menos miedo a la
madurez. Por ultimo, el ascetismo hace referencia a una actitud de autodisciplina vy
autocastigo, mediante la cual se intenta alcanzar los objetivos de acuerdo a normas internas.
Por tanto, obtener puntuaciones altas en esta variable indicaria cierto grado de rigidez
mental. Nuevamente, la relacidon negativa encontrada entre el ascetismo y el rendimiento en
la tarea de toma de decisiones podria ser explicada desde el modelo del Marcador Somatico,
ya que, los adolescentes que alcanzan puntuaciones elevadas en esta variable, tomarian sus
decisiones de acuerdo a sus normas internas, y no tendrian tan en cuenta las sefiales
somaticas que podrian guiar dicho proceso hacia un resultado mas adaptativo.

Limitaciones

Este estudio cuenta con una importante limitacion muestral. A pesar de que los datos
encontrados pueden ser interpretados de acuerdo a los modelos tedricos propuestos, y
algunos de los datos encontrados confirman los resultados hallados en estudios anteriores, se
necesita un mayor tamano muestral para poder tener datos mas concluyentes.

Conclusiones

Segun los datos encontrado, y teniendo en cuenta las limitaciones de este estudio, se podria
concluir que el exceso de peso se relaciona negativamente con el rendimiento en tarea de
toma de decisiones, y que ciertas caracteristicas de los trastornos de la conducta alimentaria,
como son: el Miedo a la madurez, la Impulsividad y el Ascetismo se relacionan negativamente
con el rendimiento en tareas de toma de decisiones.
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Resumen

Introduccidn.- En el ultimo siglo se han realizado importantes avances en el conocimiento
de los mecanismos moleculares responsables de las primeras fases de adquisicidon de los
recuerdos. Sin embargo, existe un gran desconocimiento sobre los mecanismos
implicados en el mantenimiento de la memoria. En los ultimos cinco afos se ha propuesto
la actividad automantenida de PKMZ como sustrato del mantenimiento de la memoria
consolidada. Resultados.- El capitulo revisa los resultados de los trabajos publicados en
los ultimos cuatro afios en los que se induce la inactivacion de PKM{ mediante
administracion i.c. del péptido inhibidor ZIP en el Hipocampo, Amigdala y Corteza Insular.
En conjunto, los datos indican un efecto amnésico horas, dias e incluso meses después de
la adquisicion en una variedad de tareas (memoria espacial, miedo condicionado,
respuestas condicionadas de evitaciébn activa y pasiva, aversiones gustativas
condicionadas) en funcion del area cerebral inyectada. Por otra parte, la administracion
inmediata o en los siguientes minutos a la adquisicion puede interferir con el
procesamiento de situaciones novedosas o estresantes, abriendo la posibilidad de nuevas
funciones de PKMU relacionadas con la memoria a corto plazo. Conclusiones.- La
participacion de PKMTZ en el mantenimiento de una gran variedad de recuerdos a largo
plazo, que dependen de circuitos neurales disociables, abre nuevas posibilidades para
avanzar en el conocimiento de la compleja organizacion anatémico-funcional que
sustenta la memoria. En conjunto, los resultados obtenidos son coherentes con los
planteamientos vigentes en la actualidad, ya que las estructuras cerebrales abordadas
gue han podido relacionarse con el efecto amnésico han sido relacionadas previamente
con la adquisicion de los diferentes tipos de memoria estudiadas. Sin embargo, la
interpretacion de los resultados y de su posible relevancia para la aplicacidn clinica debe
ser extremadamente cautelosa.
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Introduccion

Como se crean los recuerdos y como se mantienen durante largos periodo de tiempo
son cuestiones a las que la humanidad estd tratando de responder desde la antigliedad.
Aunque las civilizaciones egipcia, griega y romana sugirieron respuestas mas o menos
acertadas, los planteamientos actuales se han beneficiado de los logros obtenidos en el
campo de las Neurociencias durante el ultimo siglo. Los retos actuales a la hora de
desentrafiar la naturaleza de los recuerdos pueden agruparse en torno a dos aspectos: su
contenido y su duracion.

Con respecto al primer aspecto, una vez superados los debates entre localizacionistas
y holistas, hoy en dia esta ampliamente aceptado que existen diversos tipos de memoria
disociables que dependen de una compleja organizacion de circuitos neurales situados en
distintos niveles de organizacién cerebral. Desde el descubrimiento de la existencia de
capacidades de memoria preservadas en pacientes amnésicos con dafio del I6bulo temporal
medial (Milner, 1965), han predominado las propuestas tedricas dicotdmicas que distinguen
entre memoria declarativa/explicita versus memorias no declarativas/implicitas (Squire,
2009). La memoria declarativa, que incluye memoria semantica (conocimiento general) y
episodica (autobiografica) depende del ldbulo temporal medial y de sus proyecciones
corticales, especialmente con la corteza prefrontal. Este tipo de memoria se describe como el
recuerdo consciente al que llamamos memoria en seres humanos y muestra caracteristicas,
tales como la dependencia del contexto, rapidez de adquisicidn, flexibilidad y complejidad
representacional, que permiten su estudio en modelos animales. En roedores las tareas mas
empleadas para estudiar memoria declarativa incluyen el reconocimiento de objetos
novedosos con ensayo Unico y la navegacion en laberintos siempre y cuando se base en
representaciones complejas y flexibles del contexto, siendo la busqueda de una plataforma
oculta en el laberinto acuatico la mas empleada. Por su parte, las memorias no declarativas se
definen por defecto como todas aquellas que no cumplen las condiciones mencionadas para
la memoria declarativa, lo que en términos concretos suele suponer todas las que
permanecen preservadas después del dafio hipocampal. El término memoria no declarativa
incluye, por tanto, una diversidad de recuerdos, no necesariamente conscientes, adquiridos
gracias a las capacidades plasticas de los sistemas sensoriales, motores y emocionales, que se
ponen de manifiesto, de manera mds automatica, cuando las situaciones lo requieren. En
roedores se emplean tareas de aprendizaje asociativo (miedo condicionado, evitacidon activa y
pasiva, condicionamiento aversivo gustativo, condicionamiento palpebral, etc,.) y no-
asociativo (habituacion, sensibilizacion) para investigar estos tipos de memorias. Los
resultados de intervenciones cerebrales han mostrado que se trata de recuerdos que
dependen de una diversidad de circuitos neurales disociables y que exhiben caracteristicas
diferentes entre si, lo que estd poniendo en tela de juicio el valor de las propuestas
radicalmente dicotdmicas. Ello, sumado a los datos que demuestran la interaccion entre
sistemas (Poldrack and Packard, 2003) ha conducido a propuestas alternativas (McDonald et
al., 2004; Mizumori et al., 2004) que enfatizan la necesidad de abordar un nivel de integracién
superior a los planteamientos relativamente simplistas actuales para la comprension de los
sistemas de memoria.

Con respecto al segundo aspecto, desde que los trabajos de Miiller y Pilzecker en
1900 vy las propuestas de Donald Hebb (1949) dieron lugar a la teoria de la consolidacién
(McGaugh, 2000), se acepta que, en funcion de su duracién, un recuerdo puede encontrarse
en diversas fases de estabilizacién. Sin entrar en el debate sobre si estas fases se organizan de
manera secuencial o en paralelo, puede distinguirse entre memoria inmediata, que se
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relaciona con el concepto actual de memoria de trabajo, memoria a corto plazo, con una
duracién de minutos a horas y memoria a largo plazo que puede durar dias, semanas, meses
o incluso una vida entera. La teoria de la consolidacién, que implica el paso del recuerdo
permanente de una fase l3dbil a una estable no afectada por tratamientos tales como
estimulacion electroconvulsiva o inhibicion de la sintesis de proteinas, por ejemplo, permite
explicar la amnesia retrégrada en pacientes con dafio del sistema temporal que afecta a
recuerdos no consolidados. Esta teoria esta siendo enriquecida en la actualidad por datos que
indican la maleabilidad de los recuerdos incluso una vez establecidos. En este sentido se
incluyen procesos de reconsolidacién por los cuales los recuerdos previamente consolidados
se desestabilizan parcialmente y se actualizan, integrando nueva informaciéon cuando son
recuperados (Dudai, 2006; Rodriguez-Ortiz and Bermudez-Rattoni, 2007; Sara, 2000).

Grandes avances se han realizado en las ultimas décadas en la identificacion de los
mecanismos celulares y moleculares responsables de la memoria gracias a fructiferas lineas
de investigacién en invertebrados, como la de Erick Kandel en la Aplysia por la que recibié el
Premio Nobel en 2000 (Kandel, 2000, 2001) y gracias al descubrimiento por parte de Bliss y
Lomo (1973) de la potenciacidn a largo plazo (LTP) en rodajas hipocampales como modelo de
plasticidad sindptica (Cooke and Bliss, 2006; Lomo, 2003), hallazgo al que han seguido otros
fendmenos plasticos tales como depresién a largo plazo y metaplasticidad. De acuerdo con la
teoria de la huella dual de Donald Hebb, que describe una primera fase labil basada en la
actividad neural reverberante, la actividad neuronal mantiene la memoria a corto plazo
gracias a cascadas de transduccidn mediadas por quinasas. Dichas sefiales cuando son
transportadas al nucleo activan procesos de regulacién génica que conducen a la sintesis de
proteinas y a los cambios plasticos responsables de la alteracidon duradera en la eficacia
sindptica que se propone como subyacente a la memoria a largo plazo. Aunque es objeto de
debate, existen datos que apoyan la existencia de mecanismos moleculares compartidos para
los procesos de consolidacién y reconsolidacién (Rodriguez-Ortiz and Bermudez-Rattoni,
2007).

Dado el gran progreso en los conocimientos sobre los acontecimientos celulares e
intracelulares implicados en los cambios responsables de la adquisicion y primeras fases de
consolidaciéon de los recuerdos, los retos actuales estdn centrados en dilucidar los
mecanismos moleculares implicados en los procesos que median la persistencia, extincion y
reconsolidaciéon de los recuerdos. Asi, en el aino 2006, se ha propuesto un mecanismo
molecular responsable del mantenimiento de los recuerdos consolidados. Todd Sacktor y su
equipo defienden la importancia funcional de una isoforma atipica de PKC con actividad
automantenida (Sacktor et al., 1993). Esta proteina, llamada PKMZ (proteina quinasa M zeta),
al carecer de dominio regulador mantiene su actividad de manera persistente. Resultados
aplicando inyecciones intrahipocampales del péptido inhibidor de la proteina quinasa Mzeta
(2IP) han demostrado que PKMUT es necesaria para el mantenimiento, pero no para la
induccidn, de LTP (Ling et al., 2002; Pastalkova et al., 2006; Serrano et al., 2005). Todo parece
indicar que PKMU actua, principalmente, potenciando la transmisién sindptica mediada por
los receptores AMPA, modificacién indispensables para el mantenimiento de LTP (Ling et al.,
2002). Otros hallazgos recientes indican que el mantenimiento de LTP por PKMU se debe a la
regulacion del flujo de GIuR2 en los receptores AMPA postsindpticos, ya que se ha
demostrado que el bloqueo de PKMT correlaciona con el descenso de GIuR2 postsinaptico
(Migues et al., 2010).

El hecho de que la inyeccidn bilateral en el hipocampo dorsal del péptido inhibitorio
seudosubtratoZ (ZIP), que actia como dominio autorregulador e inactiva a PKMZ (Hernandez
et al., 2003; Ling et al., 2002; Ling et al., 2006; Pastalkova et al., 2006; Serrano et al., 2005;
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Sacktor, 2008), elimine el recuerdo adquirido 24 horas antes en una tarea de evitacion
espacial abrié la posibilidad de que la persistente actividad automantenida de la proteina
quinasa Mzeta (PKM{) pueda representar el fundamento molecular de la memoria a largo
plazo (Pastalkova et al., 2006).

Sin embargo, la exploracién del papel de PKMT en el mantenimiento de los recuerdos
exige una amplia investigacidn en el nivel de andlisis de sistemas. Efectivamente, tal y como
sefialan voces reconocidas en el tema (Cahill et al., 2001), sélo una aproximacién que
enfrente la complejidad de las interacciones entre las dreas y circuitos cerebrales implicados
en los distintos tipos de memoria puede dar sentido a los resultados obtenidos en el nivel
celular y molecular. Independientemente de los circuitos cerebrales especificos implicados en
la adquisicion de cada tipo de memoria, los recuerdos dependen de diversas areas cerebrales
en funcién de la fase en que se encuentran durante el proceso de consolidacion.
Determinadas areas cerebrales, tales como el Hipocampo y la Amigdala, parecen jugar un
papel importante en los procesos de consolidacién de la memoria declarativa y no declarativa
respectivamente. Como consecuencia de dichos procesos los recuerdos pueden estabilizarse
en areas diferentes de aquellas en que se formaron, lo que se ha denominado migracion del
engrama.

Tabla 1. Efecto de la administracién i.c. de ZIP en el mantenimiento de la memoria
Resumen esquematico de los efectos amnésicos de la inyeccidn i.c. de ZIP en roedores en funcion del
area cerebral y del tipo de tarea comportamental.

EVITACION
ACTIVA DE
LUGAR

LABERINTO | LABERINTO EVITACION COND. AVERSIVO
RADIAL ACUATICO MIEDC COND: PASIVA GUSTATIVO

HIPOCAMPO

AMIGDALA

CORTEZA INSULAR

TAREA  RECUERDOTRAUMATICO CONEL RECONOCIMIENTODE | FAMILIARIZACION AL

(laberinto elevado, respuesta de PALPEBRAL DE

zlp - sobresalto y petrificacidn contextual) DEMORA OBJETOS CONTEXTO

OBIETOS LUGAR

HIPOCAMPO

AMIGDALA

CORTEZA INSULAR

= - -
< 'J = Eliminacién total del recuerdo 'i = Deterioro parcial del recuerdoo _'-3 =Mejora en la tarea _J = Ningin efecto registrado
roat g o
de una caracteristica especifica

aer 17 ’

A continuacidn se revisan los datos disponibles hasta la actualidad con respecto al
efecto de la administracion intracerebral de ZIP en diversas areas cerebrales sobre el
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mantenimiento de diversos tipos de memoria. La tabla 1 presenta un resumen de dichos
efectos.

Efecto de la inhibicidn de la actividad de PKMU en los circuitos cerebrales responsables de la
memoria.

Efecto de la inyeccidn bilateral de ZIP en el Hipocampo Dorsal.

De manera coherente con el papel propuesto para el Hipocampo en el sistema de
memoria declarativa, asi como su funcion en los procesos de consolidacion, es, con
diferencia, la estructura que mds estudios sobre la relacién entre la actividad de PKMZ y
memoria ha generado. Todos ellos han aplicado intervenciones similares en roedores
inyectando bilateralmente ZIP (10 nmol/1pl de salino) en el Hipocampo Dorsal (HCd).

En 2006 se publicd en Science el primer estudio que vinculo la inhibicién de PKMT con
el deterioro de la memoria espacial en una tarea de evitacion compleja en ratas (Pastalkova
et al,, 2006). Los autores eliminaron en el mismo estudio LTP inducida in vivo por
estimulacion de alta frecuencia y memoria espacial en ratas. Dado que la intervencion se
retrasé 22 horas, se trataba de modificaciones pldsticas consolidadas. Los resultados
permiten excluir un efecto inespecifico sobre la actividad neural, ya que no altera la
transmisién sino ha sido previamente potenciada. La eliminacién del recuerdo adquirido en
la tarea de aprendizaje es consistente con la relevancia del Hipocampo en el tipo de memoria
qgue involucra representaciones complejas del entorno. La tarea exigia que el animal
aprendiera a evitar una ligera descarga en las patas asociada con un sector fijo en relacién
con el contexto de la habitacién en una arena que giraba constantemente. Ello inducia una
respuesta de evitacidon activa por parte del sujeto que debia depender de las sefiales
contextuales. Se trata de un efecto selectivo sobre la memoria a largo plazo que no se
produce al inyectar otros inhibidores de PKC, como la stauroporina, que interfieren
selectivamente con la induccién de LTP pero no con su mantenimiento. Por otro lado, parece
producir selectivamente la eliminacién del recuerdo consolidado sin dafiar el mecanismo de
consolidacion, ya que la capacidad de adquirir nuevos recuerdos no resulté afectaba si las
mismas ratas eran entrenadas de nuevo.

El mismo grupo ha informado de resultados similares empleando otras tareas de
aprendizaje y memoria espacial en el laberinto radial y la piscina de Morris (Serrano et al.,
2008). En ambos casos los datos han permitido disociar los efectos de la inactivaciéon de PKMT
en distintos tipos de memoria, confirmando un deterioro selectivo de la memoria de
referencia a largo plazo sin que resulte afectada la memoria de trabajo. Asi, en el laberinto
radial de 8 brazos que contiene un pellet de alimento en cuatro de ellos, lo que se interrumpe
es el recuerdo de cuales son los brazos con comida, pero no la memoria de los brazos que ya
se han visitado en cada ensayo. Del mismo modo otros tipos de memoria no declarativa, tal
como los aspectos procedimentales de la tarea no resultan afectados.

El papel de PKMU en el hipocampo dorsal también ha sido evaluado utilizando otras
tareas de memoria dependientes del hipocampo, tales como reconocimiento de de la
localizacion de los objetos (Hardt et al., 2009), condicionamiento palpebral de huella
(Madrofial et al., 2010) y miedo al contexto (Serrano et al., 2008). En el primer caso la
administracion intrahipocampal de ZIP 1 y 6 dias tras la adquisicidn eliminé el recuerdo de la
posicion del objeto, sin afectar al recuerdo del objeto (Hardt et al., 2009). En el segundo caso,
el grupo que recibid la inyeccion de ZIP 22 horas después del entrenamiento, en comparacion
con el grupo inyectado con la versidn inactiva scrambled-ZIP, mostrd un significativo
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descenso tanto de las respuestas condicionadas de parpadeo como de los potenciales
postsinapticos excitatorios en CA3 y CA1l durante el intervalo entre el tono (EC) y la
estimulacion por pulso eléctrico de las colaterales de Schaffer (El). Por el contrario, el miedo
al contexto adquirido al establecer una asociacion entre descarga en la patas y un sonido
dentro de un contexto determinado, que se pone de manifiesto cuando el animal permanece
petrificado, no resulta afectado por la inhibicién de PKMZ en el HCd.

Por ultimo, dado que diversas teorias han relacionado la funcién hipocampal con la
deteccion y respuesta ante la novedad, Moncada y Viola (2008), han explorado el papel de la
actividad de la PKMUT hipocampal en la familiaridad espacial. Partiendo del hecho de que los
niveles de PKMT hipocampal descendian tras aplicar un protocolo de familiarizacién a un
contexto de campo abierto, los autores utilizaron la infusion de ZIP en el HCd para hacer
descender los niveles de PKMZ de manera artificial y evaluar su efecto sobre la conducta
exploratoria. Asi comprobaron que la inhibicién de este péptido inducia familiaridad espacial,
y por lo tanto una menor exploracion del contexto, a diferencia del grupo inyectado con
scrambled-ZIP. Sin embargo, en este caso la administracién de ZIP se aplicaba sélo 1 hora
después de la exposicidn al contexto, lo que permite vislumbrar la participacion de PKMT en
otros procesos ademads del mantenimiento de la memoria del contexto a largo plazo.

Efecto de la inyeccidn bilateral de ZIP en la Amigdala Basolateral.

Con respecto a la adquisicion y mantenimiento de recuerdos emocionales,
especialmente asociados a situaciones aversivas y al miedo, la Amigdala parece jugar un papel
crucial. La Amidala basolateral (AMbl), posiblemente por representar la via de salida del
complejo amigdalino y por sus amplias proyecciones sobre los circuitos de memoria, ha sido
el objetivo de los experimentos dirigidos a explorar el efecto de la inactivacion de PKM{
mediante inyecciones bilaterales de ZIP.

Los primeros datos utilizando una tarea de miedo condicionado (Serrano et al., 2008)
muestran que la inyeccién de ZIP en la AMbl, 24 horas después de que se forme la asociacién
entre contexto/tono y descarga, atenuan la respuesta condicionada de petrificacidon tanto
ante el contexto como ante el tono, sin que interfiera con la respuesta incondicionada de
miedo producida la descarga. Se trata de la misma intervencién que no produjo efecto sobre
el miedo aprendido cuando se aplicé en el HCd.

En un estudio del grupo de Helmstetter se obtuvieron conclusiones similares (Kwapis
et al., 2009). La inhibicion de PKMT en la AMbl, pero no en el HCd, deteriora la memoria de
miedo al contexto y a un tono condicionado dos dias antes.

Asimismo, la inyeccion bilateral de ZIP en la AMbl 24 horas después del
entrenamiento en una tarea de aprendizaje de evitacion pasiva, en la que se asocia una
descarga con la entrada en un compartimento oscuro, deteriora el recuerdo en una prueba
posterior. En nuestro laboratorio hemos obtenido resultados similares empleando una tarea
de evitacion activa. En ambos casos se trata de una atenuacion en vez de la eliminacion del
recuerdo.

Efecto de la inyeccidn bilateral de ZIP en la Corteza Insular.

La corteza insular (Cl), especialmente la corteza gustativa insular, ha sido objeto de
interés en relacion con el papel de PKMT en el mantenimiento de la memoria gustativa. El
grupo de Yadin Dudai fue el primero en estudiar el papel de PKMT en el mantenimiento de
aversiones adquiridas a sabores cuya ingestion fue seguida de malestar gastrointestinal en
ratas (Shema et al., 2007). Este tipo de asociacidon produce en un sélo ensayo intensas
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aversiones condicionadas dificiles de extinguir que dependen de un circuito neural
independiente del hipocampo. Los resultados de Shema et al., publicados en Science en 2007,
resultaron especialmente sorprendentes ya que la inhibicién de PKMT mediante la inyeccidn
bilateral de ZIP en la Cl, 3, 7 y hasta 25 dias después del entrenamiento borraba por completo
la aversion, sin dejar rastro alguno que pudiera detectarse con pruebas de recuperacidon
espontdnea o reactivacion del recuerdo. La intervencién parece eliminar selectivamente el
recuerdo aversivo sin impedir la adquisicién de nuevas aversiones. Los resultados han sido
replicados posteriormente (Shema et al., 2009) ampliando el periodo de consolidacién previo
a la inyeccidn a 3 meses, ya que algunos autores han indicado que el proceso de consolidacion
en ratas puede durar un mes en ocasiones (Anagnostaras et al., 1999; Bontempi et al., 1999).
Aun mas, la inyeccion de ZIP en la Cl eliminé aversiones condicionadas previamente a dos
sabores distintos e incluso cuando se incrementa el nimero de ensayos de condicionamiento
hasta tres (Shema et al., 2007; 2009).

De acuerdo con los resultados obtenidos con tareas hipocampales, parece tratarse de
un efecto especifico sobre la memoria a largo plazo, ya que el recuerdo no resultaba alterado
si la inyeccion de ZIP se aplicaba dos horas antes de la presentacién del sabor, durante el
intervalo entre el sabor y el malestar, o una hora tras la asociacidn sabor-malestar. Estos
datos implican que el bloqueo de PKMZ en la Cl no afecta a la memoria a corto plazo del sabor
y posiblemente tampoco a la codificacion del malestar. Parece uUnicamente afectar al
mantenimiento del recuerdo consolidado (Shema et al., 2007; 2009).

La huella itinerante de un recuerdo traumatico.

La relevancia de la actividad de PKMT en la Cl para el mantenimiento de recuerdos
aversivos es coherente con otros resultados obtenidos en el trabajo de Cohen et al. (2010). En
su estudio utilizaron un modelo animal del trastorno por estrés postraumatico, en el que las
ratas eran expuestas al olor de la cama de un depredador, lo que inducia una incremento
posterior de las respuestas de ansiedad, detectable en la ejecucidn de un laberinto elevado, el
reflejo de sobresalto y petrificacion contextual. Comprobaron que si se inyectaba ZIP en la CI
10 dias tras la exposicion estresante la respuesta de ansiedad descendia a niveles basales, a
diferencia del grupo que recibié la version inactiva de ZIP o bien ZIP en el HCd, el ventriculo
lateral (VL) y AMbl. Sin embargo cuando la microinfusidn de ZIP se realizaba inmediatamente
después del estimulo ansidgeno Unicamente se eliminaba el recuerdo estresante si era
inyectado en el VL o en el HCd, pero no en la Cl ni en AMbl. Los autores interpretan que los
recuerdos traumaticos estan localizados en diferentes areas cerebrales en funcion del grado
de consolidacion, lo que es coherente con los conocimientos existentes. Los resultados
parecen indicar que los procesos de consolidacion dependerian del sistema hipocampal
mientras que a largo plazo los recuerdos serian almacenados en la Cl.

Por otra parte, el trabajo aporta informacion acerca del posible efecto reforzante de la
situacion estresante sobre recuerdos aversivos anteriores. Asi, el recuerdo de una aversion
gustativa adquirida 48 horas antes del inicio de la exposicién estresante no resulté afectado
por la inyeccion de ZIP en la Cl, a pesar de interferir con el recuerdo traumatico. La disparidad
con los resultados previamente mencionados del grupo de Dudai en ausencia de estimulacion
traumatica (Shema et al., 2007; 2009) pone de manifiesto la complejidad de la interacciones
entre diversos tipos de memoria.
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Discusion

Los hallazgos revisados en torno a la participacion de PKMT en el mantenimiento de una gran
variedad de recuerdos a largo plazo abren nuevas e interesantes posibilidades para avanzar
en el conocimiento de la compleja organizacion anatomico-funcional que sustenta la
memoria.

Buena parte de los resultados obtenidos son coherentes con los planteamientos
vigentes en el drea en la actualidad. Asi, la actividad de la enzima en diversas estructuras
cerebrales resulta selectivamente implicada en los diferentes tipos de memoria con los que
han sido relacionadas previamente.

Efectivamente, la inactivacién de PKMT en el HCd interfiere con la memoria a largo
plazo del contexto necesaria para la navegacion espacial (Pastalkova et al., 2006) vy el
reconocimiento de la localizaciéon de los objetos (Hardt et al., 2009),asi como con el
condicionamiento palpebral de demora (Madrofial et al., 2010). A pesar de que el miedo al
contexto, cuya adquisicion ha resultado sensible a lesiones hipocampales en trabajos previos,
no parezca resultar afectado por la inyeccion de ZIP en el HCd (Serrano et al., 2008), ello no
permite excluir la participacién hipocampal, debido a que el Hipocampo ventral no ha sido
explorado. Asimismo, los resultados obtenidos con la inactivacién de PKMT en la AMbl
confirman su participacion en los recuerdos emocionales adquiridos en tareas de miedo
condicionado y evitacién. Por ultimo, el hecho de que la inyeccidn bilateral de ZIP en la CI
elimine las aversiones gustativas condicionadas aporta un contundente apoyo a
planteamientos ya existentes, en funcidn de datos anteriores, que defendian un papel crucial
de la zona en la memoria gustativa a largo plazo.

En conjunto los datos apoyan versiones actuales de la teoria de la consolidacion por la que los
cambios moleculares que conducen a la estabilizacién de la memoria se producen en circuitos
neuronales diversos, pudiendo afiadirse otras areas, tales como la Amigdala , Acumbens,
Estriado Ventral, neocorteza e Hipocampo (Bermudez-Rattoni, 2010). En este sentido, los
resultados revisados indican que la actividad de PKMT juega un importante papel en el
mantenimiento a largo plazo de recuerdos especificos, en todas las areas estudiadas hasta la
fecha.

Sin embargo, otra parte de los resultados obtenidos hasta el momento plantean la
necesidad de considerar el papel de PKM{ mds alla de interpretaciones simplistas.
Por un lado, diversos resultados parecen indicar que su inactivacion puede interferir con una
variedad de procesos mnésicos, ademas del mantenimiento de la memoria a largo plazo. Es el
caso de los procesos de consolidacion de recuerdos traumaticos (Cohen et al. 2010) o la
deteccion de la novedad (Moncada y Viola, 2008), en el Hipocampo, en los que se emplean
inyecciones de ZIP con cortos periodos de dilacion. Por otra parte, el grado de interrupcion en
el caso de las memorias a largo plazo parece variar en funcion de la zona o del tipo de
memoria. Ello pone de manifiesto la posibilidad de la existencia de una variedad de
mecanismos con participacion diferencial de PKMT y la necesidad de continuar investigando
con una variedad de protocolos conductuales alterando los parametros temporales.

En definitiva, la posibilidad de eliminar recuerdos no deseados ha abierto enormes
expectativas en la comunidad. Sin embargo, aunque prometedores, los resultados obtenidos
hasta el momento necesitan ser replicados, extendidos e integrados con el amplio cuerpo de
conocimientos existente acerca de los mecanismos responsables del aprendizaje y la
memoria. La manipulaciéon de la actividad de PKMU sélo debe ser considerada en la actualidad
como una util herramienta experimental en este sentido.
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Conclusiones

1. La actividad automantenida de PKM{ se ha revelado como necesaria para el
mantenimiento a largo plazo de una variedad de tipos de memorias tanto declarativas como
no declarativas.

2. Los efectos de la inactivaciéon de PKMU sobre recuerdos consolidados especificos de diversa
naturaleza dependen del area cerebral intervenida selectivamente.

3. Se abre la posibilidad de que PKMU participe en otras funciones mnésicas relacionadas con
las primeras fases del proceso de consolidacion.

4. Los resultados son congruentes con la existencia de multiples sistemas de memoria
disociables interaccionando a lo largo del tiempo durante los procesos de adquisicion,
consolidaciéon y mantenimiento de los recuerdos.

5. Aunque la posibilidad de borrar recuerdos no deseados ya consolidados resulta
prometedora, la investigacidn se encuentra en una fase inicial muy alejada de planteamientos
relacionados con aplicaciones clinicas potenciales.
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Resumen

Introduccidn. La prolactina (PRL) promueve el comportamiento maternal, un complejo
patrén de comportamiento dirigido a maximizar la supervivencia de la descendencia. Los
neuroesteroides 3a,5a-reducidos pueden regular también el comportamiento maternal.
Ademas, la PRL, los neuroesteroides y el enzima 5a-Reductasa (5a-R), enzima limitante en
la biosintesis de estos esteroides neuroactivos, estan incrementados en las situaciones de
estrés. 5a-R se expresa como dos isoenzimas 5a-R1 y 5a-R2, ambos presentes en
diferentes regiones del cerebro, incluida la corteza prefrontal, y podrian estar implicados
en el comportamiento maternal en ratas. Todo ello nos condujo a pensar en una posible
interrelaciéon entre los niveles de PRL y el enzima 5a-R. En este estudio hemos
cuantificado los niveles de mRNA de los dos isoenzimas de la 5a-R en corteza prefrontal
de ratas macho y hembra tras la administracién de sulpiride y metoclopramide, ambos
inductores de la secrecion de PRL. Resultados. Los resultados demuestran un aumento
significativo de los niveles de mRNA de ambos isoenzimas de la 5a-R en ratas macho y
hembra tras la administracién tanto de sulpiride como de metoclopramide, bien de forma
directa o a través de la hiperprolactinemia inducida por estos farmacos.Conclusion.
Debido a los efectos ansioliticos ejercidos por los neuroesteroides 3a,5a-reducidos y por
la PRL en respuesta al estrés, estas moléculas junto con los isoenzimas de la 5a-R podrian
participar en una ruta comun de adaptacién a situaciones de estrés.
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Introduccion

El comportamiento maternal es un complejo patron de comportamiento dirigido a
maximizar la supervivencia de la descendencia. EIl comportamiento maternal (CM) es un
proceso que implica una intensa reorganizacién hipotalamica [1] que resulta en alteraciones
de las funciones neuroendocrinas, incluyendo la prolactina (PRL). La prolactina promueve el
CM [2], para estimular la PRL dicho CM es dependiente de esteroides [2]. La PRL juega un
importante papel en el inicio y mantenimiento de la lactacién, regula la produccién y
composicién de la leche, y participa en la regulacién del CM [4,5].

Los neurotransmisores estan implicados en el desarrollo del sistema nervioso [6,7], en
la diferenciacion sexual del cerebro y en el CM [8-15]. Nuestro grupo de investigacién
previamente habia demostrado que el neurotransmisor GABA a trabes del receptor GABA,
participa en la diferenciacién sexual del cerebro de rata [14]. Por consiguiente, la
administracidon postnatal de diazepan (DZ) un agonista del receptor GABA, a ratas macho y
picrotoxina (PTX) un antagonista a ratas hembra alteré las diferencias sexuales en el
comportamiento parental adulto y en el nimero de células mitrales del bulbo olfatorio
accesorio (AOB) en el adulto [14].

Los neuroesteroides 3a,5a-reducidos regulan el receptor GABA, de manera similar al
DZ, por lo tanto es razonable especular que esos neuroesteroides regulan el CM de manera
similar a las benzodiazepinas [16-18]. Los neuroesteroides 3a,5a-reducidos son sintetizados a
partir de la progesterona y deoxicorticosterona (DOC) por la enzima esteroidogénica 5a-
Reductasa (5a-R) y 3a-hidroxiesteroide deshidrogenasa (3a-HSD), siendo la primera la enzima
limitante de la reaccién. 5a-R es expresada como dos isoenzimas, 5a-R1 y 5a-R2, ambas estan
presentes en diferentes regiones del cerebro, incluyendo la corteza prefrontal [19-22], v
deben estar implicas en el CM de la rata.

El CM esta influenciado por el estrés [23,24]. Las situaciones de estrés incrementan
los niveles de neuroestoides 3a,5a-reducidos [16,25,26] y los niveles de mRNA de ambos
isoenzimas 5a-reductasa [27]. La prolactina ha sido considerada como un potente regulador
del estrés, actuando en varias regiones del cerebro [1,2,28-31]. La prolactina y los
neuroesteroides 3a,5a-reducidos ejercen un profundo efecto ansiolitico en machos vy
hembras [29,32,33]. Estos hallazgos nos permiten hipotetizar una posible interrelacién entre
PRLy 50a-R, la enzima clave en la biosintesis de los neuroestoides 3a,5a-reducidos.

El objetivo de este estudio fue cuantificar los niveles de mRNA de ambos isoenzimas
5a-R en la corteza prefrontal de ratas macho y hembra después de la administracion de
sulpiride y metoclopramide, ambos inductores de la secrecion de PRL.

Resultados

Niveles plasmaticos de hormonas

Después del tratamiento de metoclopramide y sulpiride, las ratas macho y hembra
mostraron un significante incremento en los niveles de prolactina en comparacion con sus
respectivos controles (Fig. 1).

Pagina 214 de 246



Efectos de sulpiride y metoclopramide sobre los niveles de mRNA de los isoenzimas de la 5a-Reductasa en
cerebro de rata

Cuantificacion de los niveles de mRNA de la 5a-R1 en corteza prefrontal
La cantidad de mRNA fue expresada como el nimero de moléculas de mRNA por mg de RNA
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Figura 1. Niveles plasmadticos de prolactina

Niveles plasmdticos de prolactina en ratas
macho y hembra control y tratadas con
metoclopramide y sulpiride M (macho
control); M+MCP (macho tratado-
metoclopramide); M+ SLP (macho tratado-
sulpiride); F (hembra control); F+MTC
(hembra tratada-metoclopramide); F+SLP
(hembra tratada-sulpiride)

*P<0.001 vs. animales M. #P<0.001 vs.
animales F

Figura 2. Efectos de prolactina en los niveles de RNAm
de 5B-Reductasa 1

Efectos de prolactina en los niveles de mRNA de 5B-
Reductasa 1 (58-R1) en corteza prefrontal de ratas
macho 'y hembras control y tratadas con
metoclopramide y sulpiride M (macho control); M+MCP
(macho tratado-metoclopramide); M+ SLP (macho
tratado-sulpiride); F (hembra control); F+MTC (hembra
tratada-metoclopramide); F+SLP (hembra tratada-
sulpiride).

*P<0.001 vs. animales M. #P<0.01 vs. animales F

total. Después de la sintesis del cDNA a partir del RNA total por retrotranscripcion, fue
coamplificado en la presencia de cantidades decrecientes de DNA competitivo (64x10° a
0.5x10° moléculas). El cDNA de 5a-R1 y el DNA competidor IS-1 fueron coamplificados usando
el mismo par de primers. Con cantidades decrecientes de DNA competitivo, aumenta la
intensidad relativa del producto amplificado DNA problema. El ratio de fluorescencia de 5a-
R1/1S-1 fue determinado a través de la cantidad de ADN competitivo IS-1. La cuantitativa RT-
PCR revelé significativamente mayores niveles de mRNA de la 5a-R1 en corteza prefrontal de
ratas hembra que en ratas macho (Fig.2). Después del tratamiento de metoclopramide y
sulpiride, hubo un significado incremento en los niveles de mRNA de la 5a-R1 en la corteza
prefrontal de ratas macho y hembras en comparacion con sus respectivos controles (Fig.2).
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Cuantificacion de los niveles de mRNA de la 5a-R2 en corteza prefrontal

Asimismo, el cDNA de la 5a-R2 y el DNA competidor IS-2 fueron coamplificados usando el
mismo par de primers. Con cantidades decrecientes de DNA competitivo, aumenta la
intensidad relativa del producto amplificado DNA problema. El ratio de fluorescencia de 5a-
R2/IS-2 fue determinado a través de la cantidad de ADN competitivo IS-2. La cuantitativa RT-
PCR revelé significativamente mayores niveles de mRNA de la 5a-R2 en corteza prefrontal de
ratas hembra que en ratas macho (Fig.3). Después del tratamiento de metoclopramide y
sulpiride, hubo un significado incremento en los niveles de mRNA de la 5a-R2 en la corteza
prefrontal de ratas macho y hembras en comparacidn con sus respectivos controles (Fig.3).

Analisis regresion lineal

Sa-R2 No hubo correlacién lineal entre los niveles
Prefrontal cortex L. . .
plasmaticos de prolactina y los niveles de
T # mRNA de la 50-R1 o 5a-R2.
T
4 b Discusion

3t Los resultados muestran, a nuestro
conocimiento por primera vez, que sulpiride y
metoclopramide estdn asociados con un
incremento en los niveles de mRNA de los
# isoenzimas 5a-R en corteza prefrontal de ratas
macho y hembra, con un incremento superior
en macho que en hembras. Los efectos de
— metoclopramide y sulpiride en los niveles de
0 mRNA de 5a-R1 y 5a-R2 pueden ser ejercidos

M% of molecules
(Millions )
*

= & &5 « 5 &
F> p o . o . -
; E: F & via hiperprolactinemia inducida por sulpiride y
Figure 3 metoclopramide, ya que ambos farmacos son

antagonista del receptor dopamina tipo 2

(D2), un mediador de dopamina induce la
Figura 3. Efectos de prolactina en los niveles de inhibicién en la secrecién de prolactina [34].
RNAm de 5B-Reductasa 2. Efectos de prolactina Previamente fue demostrado que Ia
en los niveles de mRNA de 5B-Reductasa 2 (52-R2) . ] ] .
en corteza prefrontal de ratas macho y hembras hiperprolactinemia en ratas incrementa la
control y tratadas con metoclopramide y sulpiride actividad de 50-R en la glandula prostatica.
M (macho control); M+MCP (macho tratado- Dado que hay evidencias del receptor D2 en la
metoclopramide); M+ SLP (macho tratado-  préstata de rata [35], es importante sefialar
sulpiride); F (hembra control); F+MTC (hembra que la hiperprolactinemia fue inducida en
tratada-metoclopramide);  F+SLP (hembra  os¢ astudios por sulpiride [36] o tras la

tratada-sulpiride) - ., . -
*P<0.001 vs. animales M. #P<0.01 vs. animales F ?dmlnIStraCIon de pr9|aCtlna ovina  [37]
indicando un efecto directo de PRL en la

actividad 5a-R.

Aunque los efectos directos de sulpiride y metoclopramide sobre los niveles de mRNA
de las isoenzimas 5a-R deberian ser tenidos en mente, estos resultados muestran como dos
drogas que producen hiperprolactinemia incrementan la trascripcion de ambos genes 5a-R, a
pesar de tener una estructura quimica y propiedades farmacolégicas muy diferentes.
Sulpiride pertenece al grupo de antipsicéticos derivada de la benzamida sustituida y es usado
en tratamientos de ansiedad, fobias, desdrdenes compulsivos obsesivos, esquizofrenia,
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paranoia, delirio y otras enfermedades, algunas de las cuales estdn asociadas con un
decremento en neuroesteroides 3a,5a-reducidos [38-42]. Sulpiride puede por tanto
incrementar los niveles de mRNA de ambos isoenzimas 5a-R, enzima clave y limitante. En
contrate, metoclopramide es gastrocinético y es usado como un anti-emético y estimula la
movilidad intestinal, pero incrementa los niveles de mRNA de ambos isoenzimas 5a-R y
prolactina.

Nuestros resultados pueden tener un importante significado fisiolégico. De hecho, 5a-
R1 fue previamente considerada un enzima constitutivo que protege a las neuronas del
exceso de glucocorticoides que induce la apoptosis [43,44]. Sin embargo, nuestro grupo
previamente demostré que 5a-R1 puede tener otras funciones ademas de la funcién
catabdlica, por ejemplo, la biosintesis de neuroesteroides 3a,5a-reducidos [19]. Algunas
publicaciones apoyan esta hipodtesis: los niveles de mRNA de 5a-R1 son mayores en ratas
hembra que en macho [19,22], y los niveles de neuroesteoides 3a,5a-reducidos son también
mayores en ratas hembra que en macho [45].

50-R2 es considerada un enzima androgénica [19,44,46] que puede producir
dihidrotestosterona en el cerebro de rata macho en condiciones fisioldgicas, permitiendo
establecer y mantener el dimorfismo sexual de algunas regiones del cerebro [19,20,22]. En
ratas hembra, 50-R2 puede servir para sintetizar neuroesteroides 3a,5a-reducidos, ya que los
niveles de progesterona (para los cuales esas isoenzimas tienen alta afinidad) [47] son mucho
mayores en hembras que en machos. En nuestro estudio el incremento de ambos isoenzimas
5a-R en ratas macho y hembra tras la administracion de sulpiride y metoclopramide, puede
conllevar a un incremento en los niveles de neuroesteroides 3a,5a-reducidos en el cerebro.

Numerosos autores han observado modificaciones en los niveles de neuroesteroides
en plasma y cerebro de roedores en diferentes situaciones de estrés [48,49], diferenciando
entre los efectos de estrés crénico y agudo [50]. Asimismo, estudios en humanos han
mostrado que situaciones de estrés agudo (p. ej. intoxicacidn alcohdlica) incrementan los
niveles plasmaticos de allopregnanolona (neuroesteroide 3a,5a-reducido) en adolescentes
macho y hembra [25,26]. Recientemente, nuestro grupo demostrd que situaciones de estrés
agudo también incrementan los niveles de ambos isoenzimas 5a-R en corteza prefrontal de
ratas [27].

Durante la lactancia, la PRL regula la produccién y composicidon de la leche en la
glandula mamaria y el CM [4,5]. Ademads de esas funciones, la PRL también es un potente
modulador de las respuestas de estrés [28]. En el cerebro es probable que la PRL atenué el
estrés induciendo la secrecidén de adrenocorticotropina (ACTH) y corticosterona a la sangre
[2], promoviendo significadas adaptaciones a las respuestas de estrés emocional vy
neuroendocrinal [51-55].

Los elevados niveles de PRL inducidos por metoclopramide y sulpiride estan asociados
con un incremento en los niveles de mRNA de ambos isoenzimas 5a-R. Aunque no hay una
correlacion lineal entre PRL y mRNA de 5a-R-1 o 5a-R2, probablemente se deba por la
diferencia sexual en los niveles de mRNA de los isoenzimas en respuesta a la PRL inducida por
la misma dosis de metoclopramide y sulpiride (ver figuras). La PRL y los neuroesteroides
30,5a-reducidos son secretados en situaciones de estrés [16,25,26,51-55] y tienen efectos
ansioliticos [2,16]. Por lo tanto, posiblemente participan en una via comun para la adaptacion
a las situaciones de estrés.

Interesantemente, aunque sulpiride y metoclopramide incrementan los niveles de
MRNA de ambos isoenzimas 5a-R en cerebro de rata adulta, no tienen idénticos efectos. En
ratas macho, los niveles de mRNA de 5a-R1 incrementaron menos por metoclopramide (4.5
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veces) que por sulpiride (8.5 veces), y los niveles de mRNA de 5a-R2 también incrementaron
menos por metoclopramide (4.5 veces) que por sulpiride (16 veces). En ratas hembras, los
niveles de mRNA de 5a-R1 incrementaron mas por metoclopramide (3.3 veces) que por
sulpiride (1.8 veces). Estas diferencias en la regulacién de los isoenzimas 5a-R-1 y 5a-R2
después de la administracion de sulpiride y metoclopramide no pueden ser sdlamente
atribuidas a la hiperprolactinemia inducida por esas drogas, ya que la respuesta de ambos
sexos deberia ser la misma cuando este fuese el caso. Por lo tanto, otros factores inducidos
por estas drogas, ademas de prolactina, puede intervenir en la regulacion de ambos
isoenzimas 5a-R.

Conclusiones

El incremento en los isoenzimas 5a-R inducido por metoclopramide y sulpiride pueden
producir un incremento en los neuroesteroides 3a,5a-reducidos, los cuales pueden
posiblemente participar en una ruta comun con la prolactina en la induccién y mantenimiento
del comportamiento maternal y la lactancia.
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Métodos

Animales

Ratas adultas macho y hembra Wistar de peso 260-280 g y 180-200 g, respectivamente,
fueron mantenidas en el animalario con aire acondicionado e iluminacion desde las 7:00
horas hasta 19:00 horas y fueron alimentadas con dieta estandar de mantenimiento A04
(Panlab) y agua ad lib. Los experimentos fueron realizados acorde a la guia NIH para el
“Cuidado y Uso de Animales de Laboratorio.” La hiperprolactinemia crénica fue inducida por
la administracion de metoclopramide y sulpiride. Al grupo experimental que se le administré
metoclopramide (Primperan) intraperitonealmente se realizdo en una dosis de 2.2 mg/Kg dos
veces semanalmente durante 14 dias de acuerdo con Stuczanowska-Gtabowska y col. [56] y
al grupo experimental que se le administré sulpiride (Sigma) intraperitonealmente se realizo
en una dosis de 40mg/Kg de acuerdo a Van Coppenolle y col. [57]. Las ratas grupo control se
les administro solucidn salina. Las ratas fueren siempre inyectadas a las 9.00 a.m.

A los 30 minutos después de la ultima inyeccion, las ratas fueron matadas por
decapitacion para evitar posibles efectos adversos de la anestesia. Las muestras de sangre
fueron recogidas en tubos que contenian heparina. Después de la coagulacién, la sangre fue
centrifugada a 2000 rpm durante 10 min. El plasma fue separado y guardado a -20 2C hasta su
analisis. La diseccién del drea de la corteza prefrontal fue realizada tomando como referencia
el Atlas estereotaxico del cerebro de rata Paxino y Watson [58]. Una vez extraido el cerebro
se dividen los dos hemisferios con un corte sagital y a su vez, de cada hemisferio se hacen dos
cortes coronales delimitados por los planos coronales entre 3.7 mm — 2.2 mm anteriores a
bregma del Atlas. Posteriormente, de cada lamina se separa un rectangulo que delimita las
areas; corteza cingular anterior, prelimbica e infralimbica.

Analisis Hormonal

Los niveles plasmaticos de prolactina fueron medidos por ELISA usando un kit enzimatico
inmunoradiométrico (Milenia, Rat Prolactin, Alemania). Todas las muestras fueron analizadas
en duplicado y en el mismo ensayo. El coeficiente de variaciéon intra-ensayo fue 4.3% vy la
sensibilidad fue 0.6 ng/ml.

Oligonucleétidos usados para las amplificaciones

Las secuencias de nucledtidos correspondientes a las isoenzimas 5a-R tipo 1y tipo 2 de rata
fueron obtenidas del GeneBank® (J05035, M95058), y la secuencia plasmidica pEGFP-C1 se
obtuvo de la pagina web Clontech. Esas secuencias eran usadas para disefiar los pares de
primers. Todos los primers forward estaban marcados con 6-carboxi-fluoresceina (6-FAM), en
posicidon 5°. Los oligonucleétidos fueron sintetizados por PE-Applied Biosystems (Warrington,
UK). Las secuencias de los primers (5'-3') y el tamafio de los productos de PCR fueron como
previamente se describid [59].

Construccion del estandar interno

Dos moléculas competitivas de 300 pb fueron sintetizadas como estandares interno (IS-1, y
IS-2) de acuerdo a Torres y Ortega [59].
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Reverso trascripcion-PCR

El RNA total fue extraido a partir de 25 mg de corteza prefrontal de rata mediante Tiocionato
de Guanidina-Fenol-Cloroformo [60]. EI RNA se resuspendié en agua tratada con dietil
pirocarbonato (DEPC) y fue cuantificado espectofotométricamente. La reverso trascripcién
fue llevada a cabo de acuerdo a Torres y Ortega [59]. El programa de la PCR fue:
desnaturalizacidon a 942C durante 30 seg.; anillamiento 442C durante 30 seg.; y extension
722C durante 30 seg. El numero de ciclos fue 35 en todos los casos. La PCR fue llevada a cabo
en un Perkin-Elmer 2400 Thermal Cycler (Applied Biosystem, Foster City, California, USA).

Anadlisis de los productos de PCR

Un sistema de electroforesis capilar de fluorescencia inducida por laser (LIF-CE ABIPRISM 310
Genetic Analyzer, Applied Biosystem) fue utilizado para caracterizar los productos de RT-PCR.
Las condiciones de electroforesis capilar fueron llevadas a cabo de acuerdo a Torres y Ortega
[59]. Los ratios de fluorescencia de 5@-R/IS fueron determinados a través de la cantidad
apropiada de ADN competitivo, y la concentracion de ADN de la muestra fue calculada de
acuerdo a Torres y Ortega [59].

Anadlisis estadistico

Los resultados fueron llevados a cabo usando un test de Student’s. Los datos fueron
expresados como mediazSD. La correlacion de los estudios fueron realizados entre los
valores de prolactina y los niveles de mRNA de 5a-R1 y 5a-R2. El valor P menor que 0.005 fue
considerado significativo.

Pagina 220 de 246



Efectos de sulpiride y metoclopramide sobre los niveles de mRNA de los isoenzimas de la 5a-Reductasa en
cerebro de rata

Contribucion de los autores

PS realizd los experimentos y analizd los datos. JMT concibié el concepto del estudio,
participd en el disefio técnico del experimento y contribuyé a la interpretacién de los
resultados. BC participd en la realizacidon de los experimentos. EO participé en el disefio
técnico del experimento y contribuyé a la interpretacion de los resultados y escritura del
manuscrito. Todos los autores leyeron y aprobaron el manuscrito.

Agradecimientos

Este estudio fue financiado en parte por los Fondos europeos de desarrollo regional (FEDER)
mediante el proyecto BFU2008-05340 y la Consejeria de Innovacién Ciencia y Empresa de la
Junta de Andalucia (Grupo CTS-202 "Endocrinologia y Metabolismo").

Pagina 221 de 246



Pilar Sanchez, Jesus M. Torres, Beatriz Castro, Esperanza Ortega

9.

10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

Referencias

. Torner L, Maloumby R, Nava G Aranda J, Clapp C, Neumann ID: In vivo release and

gene upregulation of brain prolactin in response to physiological stimuli. Eur. J.
Neurosci. 2004, 19:1601-1608

. Donner N, Bredewold R, Maloumby R, Neumann ID: Chronic intracerebral prolactin

attenuates neuronal stress circuitries in virgin rats. Eur. J. Neurosci. 2007, 25:1804—
1814

. Bridges RS, Numan M, Ronsheim PM, Mann PE, Lupini CE: Central prolactin infusions

stimulate maternal behavior in steroid-treated, nulliparous female rats. Proc. Natl.
Acad. Sci. USA 1990, 87:8003—-8007

. Bridges RS, DiBiase R, Loundes DD, Doherty PC: Prolactin stimulation of maternal

behavior in female rats. Science 1985, 227:782-784

. Bridges RS, Ronsheim PM: Prolactin (PRL) regulation of maternal behavior in rats:

bromocriptine treatment delays and PRL promotes the rapid onset of behavior.
Endocrinology 1990: 126:837-848

. Mattson MP: Neurotransmitters in the regulation of neural cytoarchitecture. Brain

Res. Rev. 1988, 13:179-212

. Lipton SA, Kater SB: Neurotransmitter regulation of neural outgrowth, plasticity and

survival. Trends Neurosci. 1989, 12:265-270

Dorner G: Hormones and sexual differentiation of the brain. Sex hormones and
behavior, Ciba Foundation Symposium 62. Elsevier, Amsterdam; 1979, 81-110
Mattson MP: Neurotransmitters in the regulation of neural cytoarchitecture. Brain
Res. Rev. 1988, 13:179-212

Délher KD: The pre- and postnatal influence of hormones and neurotransmitters on
sexual differentiation of the mammalian hypothalamus. Int. Rev. Cytol. 1991, 131:1—
57

Segovia S, Perez-Laso C, Rodriguez-Zafra M Calés JM, Del Abril A, De Blas MR, Collado
P, Valencia A, Guillamdn A: Early postnatal diazepam exposure alters sex differences
in the rat brain. Brain Res. Bull. 1991, 26:899-907

Bach F, Flugge G, Wuttke W: GABAergic influences on the development of the
sexually dimorphic nucleus in male and female rats. Brain Res. 1992, 573:341-344

Pérez-Laso C, Valencia A, Rodriguez-Zafra M, Calés JM, Guillamén A, Segovia S:
Perinatal administration of diazepam alters sexual dimorphism in the rat accessory
olfactory bulb. Brain Res. 1994, 634:1-6

Segovia S, Del Cerro MCR, Ortega E, Pérez-Laso C, Rodriguez-Zafra C, lzquierdo MA,
Guillamon A: Role of GABAA receptor in the organization of brain and behavioral sex
differences. Neuroreport 1996, 7:2553-2557

Kincl FA, Maqueo M: Prevention by progesterone of steroid induced sterility in
neonatal male and female rats. Endocrinology 1965, 77:859-862

Purdy RH, Morrow AL, Moore PH Jr, Paul SM: Stress-induced elevations of gamma-
aminobutyric acid type A receptor-active steroids in the rat brain. Proc. Natl. Acad.
Sci. USA 1991, 88:4553-4557

Majewska MD: Neurosteroids: endogenous bimodal modulators of the GABAA
receptor. Mechanism of action and physiological significance. Prog. Neurobiol. 1992,
38:379-395

Mellon SH, Griffin LD, Compagnone NA: Biosynthesis and action of neurosteroids.
Brain Res. Brain Rev. 2001, 37:3-12

Pagina

222 de 246



Efec

tos de sulpiride y metoclopramide sobre los niveles de mRNA de los isoenzimas de la 5a-Reductasa en
cerebro de rata

19

20.

21.

22.

23.

24.

25.

26.

27.

28.

29.

30.

31.

32.

33.

34.

35.

36.

. Torres JM, Ortega E: Differential regulation of steroid 5alpha-Reductase isozymes
expression by androgens in the adult rat brain. FASEB J. 2003, 17:1428-1433

Sanchez P, Torres JM, Ortega E: Effects of dihydrotestosterone on brain mRNA levels
of steroid 5alpha-Reductase isozymes in early postnatal life of rat. Neurochem. Res.
2005, 30:577-581

Sanchez P, Torres JM, Del Moral RG, Ortega E: Effects of testosterone on brain mRNA
levels of steroid 5alpha-reductase isozymes in early postnatal life of rat. Neurochem.
Int. 2006, 49:626-630

Torres JM, Ortega E: Steroid 5alpha-Reductase isozymes in the adult female rat
brain: central role of dihydrotestosterone. J. Mol. Endocrinol. 2006, 36:239-245
Smith JW, Seckl JR, Evans AT, Costall B, Smythe JW: Gestational stress induces post-
partum depression-like behaviour and alters maternal care in rats.
Psychoneuroendocrinology 2004, 29:227-244

Patin V, Lordi B, Vincent A, Thoumas JL, Vaudry H, Caston J: Effects of prenatal stress
on maternal behavior in the rat. Brain Res. Dev. Brain Res. 2002, 139:1-8

Torres JM, Ortega E: Alcohol intoxication increases allopregnanolone levels in female
adolescent humans. Neuropsychopharmacology 2003, 28:1207-1209

Torres JM, Ortega E: Alcohol intoxication increases allopregnanolone levels in male
adolescent humans. Psychopharmacology 2004, 172:352-355

Sanchez P, Torres JM, Gavete P, Ortega E: Effects of swim stress on mRNA and
protein levels of steroid 5alpha-reductase isozymes in prefrontal cortex of adult
male rats. Neurochem. Int. 2008, 52:426-31

Drago F, Continella G, Conforto G, Scapagnini U: Prolactin inhibits the development
of stress-induced ulcers in the rat. Life Sci. 1985, 36:191-197

Torner L, Toschi N, Pohlinger A, Landgraf R, Neumann ID: Anxiolytic and antistress
effects of brain prolactin: improved efficacy of antisense targeting of the prolactin
receptor by molecular modeling. J. Neurosci. 2001, 21:3207-3214

Torner L, Neumann ID: The brain prolactin system: involvement in stress response
adaptations in lactation. Stress 2002, 5:249-257

Fujikawa T, Tamura K, Kawase T, Mori Y, Sakai RR, Sakuma K, Yamaguch A, Ogata M,
Soya H, Nakashima K: Prolactin receptor knockdown in the rat paraventricular
nucleus by a morpholinoantisense oligonucleotide causes hypocalcemia and stress
gastric erosion. Endocrinology 2005, 146:3471-3480

Crawley JN, Glowa JR, Majewska MD, Paul SM: Anxiolytic activity of an endogenous
adrenal steroid. Brain Res. 29:382—-385

Barbaccia ML, Roscetti G, Trabucchi M, Purdy RH, Mostallino MC, Concas A, Biggio G:
The effects of inhibitors of GABAergic transmission and stress on brain and plasma
allopregnanolone concentrations. Br. J. Pharmacol. 1997, 120:1582-1588

Debeljuk L, Rozados R, Daskal H, Velez V, Mancini AM: Acute and chronic effects of
sulpiride on serum prolactin and gonadotropin levels in castrated male rats (38581).
Proc. Soc. Biol. Med. 1975, 148:550-552

Amenta D, Cavallotti C, Amenta F: Dopamine receptors mediating the stimulation
and the inhibition of adenylate cyclise in rat prostate gland. Neurosci. Lett. 1987,
77:66-70

Van Coppenolle F, Le Bourhis X, Carpentier F, Delaby G, Cousse H, Raynaud JP, Dupouy
JP, Prevarskaya N: Pharmacological effects of the lipidosterolic extract of Serenoa
repens (Permixon) on rat prostate hyperplasia induced by hyperprolactinemia:
comparison with finasteride. Prostate 2000, 43:49-58

Pagina 223 de 246



Pilar Sanchez, Jesus M. Torres, Beatriz Castro, Esperanza Ortega

37.

38.

39.

40.

41.

42

43.

44,

45.

46.

47.

48.

49.

50.

51.

52.

Yamanaka H, Kirdani RY, Saroff J, Murphy GP, Sandberg AA: Effects of testosterone
and prolactin on rat prostatic weight, 5alpha-reductase, and arginase. Am. J. Physiol.
1975, 229:1102-1109

Uzunova V, Sheline Y, Davis JM, Rasmusson A, Uzunov DP, Costa E, Guidotti A:
Increase in the cerebrospinal fluid content of neurosteroids in patients with
unipolar major depression who are receiving fluoxetine or fluvoxamine. Proc. Natl.
Acad. Sci. 1998, 95:3239-3244.
Dong E, Matsumoto K, Uzunova V, Sugaya |, Takahata H, Nomura H, Watanabe H,
Costa E, Guidotti A: Brain 5alpha-dihydroprogesterone and allopregnanolone
synthesis in a mouse model of protracted social isolation. Proc. Natl. Acad. Sci. U S A
2001, 98:2849-2854.
Guidotti A, Dong E, Matsumoto K, Pinna G, Rasmusson AM, Costa E: The socially-
isolated mouse: a model to study the putative role of allopregnanolone and 5alpha-
dihydroprogesterone in psychiatric disorders. Brain Res. Rev. 2001, 37:110-115.

Van Broekhoven F, Verkes RJ: Neurosteroids in depression: a review.
Psychopharmacology 2003, 165:97-110.

. Marx CE, Stevens RD, Shampine LJ, Uzunova V, Trost WT, Butterfield Ml, Massing MW,

Hamer RM, Morrow AL, Lieberman JA: Neuroactive steroids are altered in
schizophrenia and bipolar disorder: relevance to pathophysiology and therapeutics.
Neuropsychopharmacology 2006; 31:1249-1263.

Mahendroo MS, Cala KM, Landrum DP, Russell DW: Fetal death in mice lacking
5alpha-Reductase type 1 caused by estrogen excess. Mol. Endocrinol. 1997, 11:917—-
927

Poletti A, Coscarella A, Negri-Cesi P, Colciago A, Celotti F, Martini L: 5 alpha-Reductase
isozymes in the central nervous system. Steroids 1998, 63:246-251

Torres JM, Ruiz E, Ortega E: Effects of CRH and ACTH administration on plasma and
brain eurosteroid levels. Neurochem. Res. 2001, 26:555-558

Torres JM, Ruiz E, Ortega E: Development of a quantitative RT-PCR method to study
5alpha-Reductase mRNA isozymes in rat prostate in different androgen status.
Prostate 2003, 56:74-79

Negri-Cesi P, Poletti A, Celotti F: Metabolism of steroids in the brain: a new insight
into the role of 5alpha-Reductase and Aromatase in brain differentiation and
functions. J. Steroid. Biochem. Mol. Biol. 1996, 58:455—-466

Biggio G, Concas A, Mostallino MC, Purdy RH, Trabucchi M, Barbaccia ML: Inhibition
of GABAergic transmission enhances neurosteroid concentrations in the rat brain. In
The brain: source and target for sex steroid hormones. Edited by Genazzi AR, Petraglia
F, Purdy RH. New York, Parthenon Press; 1996:43-62

Biggio G, Barbaccia ML, Follesa P, Serra M, Purdy RH, Concas A: Neurosteroids and
GABAA receptor plasticity. In GABA in the nervous system. Edited by Olsen RW,
Martin DL. New York, Lippincott; 2000:207-232

Barbaccia ML, Serra M, Purdy RH, Biggio G: Stress and neuroactive steroids. Int. Rev.
Neurobiol. 2001, 46:243-272

Russell JA, Johnstone H, Douglas AJ, Landgraf R, Wigger A, Shipston M, Seckl JR,
Neumann. ID: Neuroendocrine stress mechanisms regulating ACTH and oxytocin in
pregnancy. In Control mechanisms of stress and emotions: neuroendocrine-based
studies. Edited by Yamashita H. Amsterdam, Elsevier; 1999:33-51

Toufexis DJ, Walker CD: Noradrenergic facilitation of the adrenocorticotropin
response to stress is absent during lactation in the rat. Brain Res.1996, 737:71-77

Pagina 224 de 246



Efectos de sulpiride y metoclopramide sobre los niveles de mRNA de los isoenzimas de la 5a-Reductasa en

cerebro de rata

53.

54.

55.

56.

57.

58.

59.

60.

Lightman S, Windle R, Wood S, Kershaw YM, Shanks N, Ingram CD: Peripartum
plasticity within the hypothalamo-pituitary-adrenal axis. Prog. Brain Res. 2001,
133:111-129

Neumann ID, Toschi N, Ohl F, Torner L, Kromer SA: Maternal defence as an emotional
stressor in female rats: correlation of neuroendocrine and behavioural parameters
and involvement of brain oxytocin. Eur. J. Neurosci. 2001, 13:1016-1024

DeWeerth C, Buitelaar J: Physiological stress reactivity in human pregnancy—a
review. Neurosci. Biobehav. Rev. 2005, 29:295-312

Stuczanowska-Gtabowska S, Laszczyn™ ska M, Gtabowski W, Wylot M: Morphology of
the epithelial cells and expression of androgen receptor in rat prostate dorsal lobe
in experimental hyperprolactinemia. Folia Histochem. Cytobiol. 2006, 44:25-30

Van Coppenolle F, Slomianny C, Carpentier F, Le Bourhis X, Ahidouch A, Croix D,
Legrand G, Dewailly E, Fournier S, Cousse H, Authie D, Raynaud JP, Beauvillain JC,
Dupouy JP, Prevarskaya N: Effects of hyperprolactinemia on rat prostate growth:
evidence of androgeno-dependence. Am. J. Physiol. Endocrinol. Metab. 2001,
280:120-129

Paxinos G, Watson C: The rat brain in stereotaxic coordinates, 2nd edn. Academic
Press, New York 1986

Torres JM, Ortega E: Quantitation of mRNA levels of steroid 5alpha-Reductase
isozymes: a novel method that combines quantitative RT-PCR and capillary
electrophoresis. Int. J. Biochem. Cell. Biol. 2004, 36:78—88

Chomczynski P, Sacchi N: Single-step method of RNA isolation by acid guanidinium
thiocyanate-phenol-chloroform extraction. Anal. Biochem. 1987, 162:156-159

Pagina 225 de 246






CAPITULO 12

Estrés oxidativo y protéico en la enfermedad de Huntington

R. Duran
F.J. Barrero
B. Morales

J.D. Luna
M. Ramirez

F. Vives






Estrés oxidativo y proteico en la enfermedad de Huntington

Estrés oxidativo y proteico en la enfermedad de Huntington

Raquel Duran', Francisco J. Barreroz, Blas Moralesz, Juan D. Luna3, Manuel

Ramirez®, Francisco Vives®

1, Instituto de Neurociencias “Federico Olériz”, Centro de Investigaciones Biomédicas,
Universidad de Granada, Granada, Espana

2, Unidad de Trastornos del Movimiento, Hospital Universitario “San Cecilio”, Granada,
Espafa

3, Departamento de Estadistica, Facultad de Medicina, Universidad de Granada, Granada,
Espaia

4, Unidad de Fisiologia, Departamento de Ciencias de la Salud, Universidad de Jaén, Jaén,
Espaia

Autor para correspondencia:

Francisco Vives, Instituto de Neurociencias “Federico Oldriz”, Centro de Investigaciones
Biomédicas, Universidad de Granada, Avda. del Conocimiento, s/n, Campus de la Salud,
1800- Armilla. Granada, Espafia

Direcciones de correo electrénico:
RD: rduran@ugr.es
FIB: fjbarreroh@hotmail.com
BMG: blasmorales@saludalia.com
JDL:  jdluna@ugr.es
MRS: msanchez@ujaen.es
FV: fives@ugr.es

Resumen

Introduccidn: La enfermedad de Huntington (EH) es una enfermedad neurodegenerativa
de caracter hereditario con un patréon de herencia autosémico dominante. Se ha
propuesto que el estrés oxidativo, la disfuncion mitocondrial y la alteraciéon del
metabolismo proteico estdan implicados en los mecanismos moleculares responsables de
su patogénesis. Sin embargo, a dia de hoy se desconoce la contribucidn exacta de estos
fendmenos en la aparicion y la progresion de la EH, existiendo pocos estudios en sangre
periférica. Nuestro propdsito fue analizar las concentraciones plasmaticas de lipidos
peroxidados (LPO) y lactato (LAC), como biomarcadores de estrés oxidativo y disfuncién
mitocondrial, en pacientes con EH sintomaticos (sEH) y portadores de EH asintomaticos
(aEH). Ademas analizamos la actividad plasmatica de las aminopeptidasas (APs), un
importante grupo de enzimas proteoliticas abundantes en el cerebro. Resultados:
Nuestros resultados mostraron elevadas concentraciones de LPO y LAC en el grupo sEH
pero no el grupo aEH comparados con el grupo de controles sanos (C). En cambio, la
actividad AP fue menor en ambos grupos de EH, siendo el descenso significativo para la
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aspartato- y glutamato-AP. Conclusiones: Los pacientes con EH estan sometidos a estrés
oxidativo, que puede favorecer la progresidon de la enfermedad. El descenso general de la
actividad AP fue anterior a la aparicion de los sintomas y del estrés oxidativo, sugiriendo
gue tiene un papel importante en la alteracidon del metabolismo proteico en los pacientes
con EH. Se concluye que las terapias dirigidas a disminuir el estrés oxidativo y a
normalizar la actividad AP pueden ser utiles en el tratamiento de la EH.
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Introduccion

La enfermedad de Huntington (EH) es una enfermedad neurodegenerativa de caracter
hereditario con un patrén de herencia autosémico-dominante [1], y baja prevalencia (3-5
casos/100.000 habitantes). Es una enfermedad de inicio relativamente temprano, la
sintomatologia suele aparecer en la cuarta década de la vida, en personas que hasta entonces
habian sido normales. Clinicamente se caracteriza por la aparicion de movimientos
involuntarios, acompafiados de cambios emocionales, déficit cognitivo y pérdida de peso. Los
sintomas derivan de la pérdida progresiva de neuronas espinosas de tamafio medio del
nucleo estriado. El déficit genético responsable de la enfermedad es la expansién del triplete
CAG en el gen que codifica la proteina huntingtina (htt), dando lugar a una cola de
poliglutamina (poli-Q) en su regién N-terminal. Esta htt mutada es defectuosa y tiende a
acumularse formando unos agregados intracelulares llamados cuerpos de inclusién que
constituyen el marcador patoldgico caracteristico de la enfermedad.

La contribucién de estos agregados a los procesos neurodegenerativos no esta clara. Es
posible que la muerte neuronal tenga lugar como consecuencia de la alteracion y/o el
secuestro de otras moléculas por parte de la htt mutada [2]. Pero también se han identificado
otros procesos moleculares similares a los encontrados en otras enfermedades
neurodegenerativas, como la enfermedad de Parkinson (EP) y la enfermedad de Alzheimer
(EA), destacando los fendmenos de estrés oxidativo y disfuncion mitocondrial [2, 3], y la
alteracion del metabolismo proteico [4].

La disfunciéon mitocondrial, junto con el deterioro del funcionamiento de la cadena
respiratoria, causa un aumento en la produccién de especies reactivas de oxigeno [2, 5].
Ademas, la mitocondria es considerada como una de las principales fuentes productoras de
radicales libres. Estas condiciones de estrés oxidativo favorecen la oxidacién de lipidos
polinsaturados de lipoproteinas y membranas, llamados LPO (del inglés lipid peroxides). Estos
LPO han sido propuestos como biomarcadores in vivo de estrés oxidativo en las
enfermedades neurodegenerativas [5].

Por otra parte, la EH se caracteriza ademas por una alteracion del metabolismo proteico, que
va a dar lugar a los cuerpos de inclusién. Relacionadas con el metabolismo proteico y
peptidico, en el cerebro existe un amplio grupo de enzimas conocidas como aminopeptidasas
(APs). Estas enzimas desempefian un papel muy importante en el control de la funcién de los
neuropétidos [6]. A pesar de su abundancia, hay pocos trabajos sobre el papel que juegan en
la fisiopatologia de las enfermedades neurodegenerativas. Algunos de los neuropéptidos,
como colecistokininas, angiotensinas y encefalinas, coexisten con la dopamina en el estriado.
Ademas, estdn presentes también en otras fibras nerviosas procedentes de la corteza
prefrontal que modulan funciones autéonomas y endocrinas. Estos péptidos, una vez que
llevan a cabo su funcidn, son degradados por las APs. El estudio de los cambios de la actividad
enzimatica de las APs puede aportar luz al conocimiento de las causas y de la progresién de la
EH.

El propdsito de este trabajo fue analizar los biomarcadores plasmaticos del estrés oxidativo y
la actividad enzimatica de las APs en pacientes con la enfermedad de Huntington,
sintomaticos y asintomaticos.
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Resultados

Caracterizacion de los sujetos
La distribucion por edad y sexo fue similar en los tres grupos de estudio (ver tabla 1). La

Tabla 1. Distribucién por edad y sexo de los grupos de estudio. La
edad se expresa en afios. Los valores representan la media + SEM. El
sexo se expresa en frecuencias absolutas. n = niUmero de sujetos.

Grupo n Edad Sexo

Hombre 30

Control 60 48.02 +2.377
Mujer 30
Hombre 2

aEH 7 34.43 +2.590
Mujer 5
Hombre 10

SsEH 24 48.42 +2.437
Mujer 14

tabla 2 muestra los resultados de las principales variables clinicas en los grupos aEH y sEH. El
numero de repeticiones CAG fue similar en ambos grupos. La puntuacién de la escala motora

Tabla 2. Caracteristicas clinicas de los grupos aEH y sEH. La edad de inicioy la
duracién de la enfermedad se expresan en afios. Los estadios de la enfermedad
se basan en la puntuacién obtenida en la escala TFCy los valores representan
frecuencias absolutas. Los valores restantes representan la media = SEM. ND = no
determinado. ***P < 0.001, diferencias frente al grupo aEH.

aEH SEH
Edad de inicio NA 40. 045 +3.5102
Aios de evolucion NA 9.636 + 1.4054
Escala motora UHDRS 2.000 +1.8257 64.667 + 6.6248***
Repeticiones CAG 41.714 £1.2182 45.067 £ 2.0037
Estadios de la enfermedad
I-11 7 4
Hi-1v 0 9
\) 0 11
Capacidad funcional total
13.000 £ 0.0000 3.958 £ 0.9515***

(TFC)

UHDRS fue significativamente mayor en el grupo sEH comparado con el grupo aEH (P <
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0.001). Ademas, la puntuacion de la Capacidad Total Funcional (Total Functional Capacity,
TFC) fue significantemente menor en el grupo sEH (P < 0.001) respecto al grupo aEH.
Concentracion plasmatica de lipidos peroxidados y lactato

La concentracion plasmatica de LPO puede verse afectada por la concentracion de lipidos

600 06

500 il 0.5

400 . 0.4

- | |03
*

200 . 0.2
100 0.1
o = 1 o]

LPO LAC

Figura 1. Concentraciones plasmdticas de LPO y
LAC. Representacion de la media + SEM de las
concentraciones  plasmdticas de LPO (eje
izquierdo) y LAC (eje derecho) en los grupos de
estudio. La concentracion plasmdtica de LPO se
expresa en nmol/ml y la de LAC en g/L. Las barras
blancas representan el grupo control, las barras
azules el grupo aEH y las barras rayadas el grupo
SEH.

(Figura modificada de Duran et al., 2010. J Neural
Transm 117: 325-332)

0

Alanp CysAP AspAP GluaP LeuAP

Figura 2.  Actividad plasmdtica de las
aminopeptidasas. Representacion de la media +
SEM de la actividad plasmdtica de la Ala-, Cys-,
Asp-, Glu- y LeuAP expresada en picomol del
sustrato correspondiente aminoacil-8-naftilamida
hidrolizado por minuto y por miligramo de
proteina. Las barras blancas representan el grupo
control, las barras azules el grupo aEH y las barras
rayadas el grupo sEH.

(Figura modificada de Duran et al., 2010. J Neural
Transm 117: 325-332)

circulantes, como el colesterol y los
triglicéridos. Por ello, se analizo el perfil
lipidico de cada grupo, no encontrandose
diferencias  significativas (datos no
mostrados).

Las concentraciones de LPO (P < 0.01) y de
LAC (P < 0.05) fueron significativamente
elevadas en el grupo sEH comparadas con el
grupo control. Sin embargo, no se
encontraron diferencias significativas entre
los grupos aEH y control. Ademas, el grupo
sEH mostré mayores concentraciones de
LPO y LAC que el grupo aEH, aunque las
diferencias no alcanzaron la significacién,
debido posiblemente al nimero reducido de
sujetos en el grupo aEH (Figura 1). Por otra
parte, no se encontraron correlaciones
significativas para ambos grupos de EH
entre las concentraciones plasmaticas de
LPO y LAC vy la duracién de la enfermedad,
numero de tripletes CAG, puntuacion de la
escala motora UHDRS, puntuaciéon TFC o
estadio de la enfermedad.

Actividad plasmatica de las
aminopeptidasas

Las actividades APs fueron
significativamente mas bajas para la Ala- (P
< 0.05), Asp- (P<0.05)y GIuAP (P <0.01) en
el grupo sEH y para la Asp- (P < 0.001) y Glu-
AP (P < 0.01) en el grupo aEH, al comparar
ambos frente al grupo control. No obstante,
al comparar los dos grupos EH, no se
encontraron diferencias significativas en
ninguna actividad de las APs (Figura 2).

Electroforesis no
western blot

desnaturalizante vy

La figura 3a muestra un blot de AlaAP,
mediante electroforesis en condiciones no
desnaturalizantes, de plasma sanguineo de
dos sujetos de los grupos control y sEH en
cuatro ensayos diferentes (I-IV). La
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intensidad de cada banda es proporcional a la actividad enzimatica. De izquierda a
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Figura 3a — Blots de la Alanina-AP tras electroforesis no desnaturalizante

Blots de la Ala-AP en cuatro ensayos diferentes (I-1V) tras la separacion por electroforesis no desnaturalizante de
400 y 200 microgramos en duplicado de proteinas plasmdticas de un sujeto control (bandas 1-4) y un sujeto sEH
(bandas 5-8).

Figura 3b — Western blots de la Alanina-AP

Western blots de la AlaAP en tres ensayos diferentes: I-AlaAP detectada en 90 y 75 microgramos de proteinas
plasmadticas de un sujeto control (bandas 3, 4) y un sujeto sEH (bandas 5, 6). Il y Ill- AlaAP detectada en 60 y 30
microgramos de proteinas plasmdticas de un sujeto control (bandas 2, 3) y un sujeto sEH (bandas 4, 5).

(Figura modificada de Duran et al., 2010. J Neural Transm 117: 325-332)

derecha las cuatro primeras bandas corresponden a la actividad de la enzima AlaAP presente
en 400y 200 ug de muestra, por duplicado, de proteinas plasmaticas de un sujeto del grupo
control. Las cuatro siguientes bandas corresponden a la actividad de AlaAP, en las mismas
cantidades, de muestra de un paciente con sEH. La actividad AlaAP fue menor en el sujeto
sEH que en el control.

La figura 3b muestra un western blot de AlaAP, en plasma sanguineo de dos sujetos de los
grupos control y sEH en tres ensayos diferentes (I-11l). Ensayo |: de izquierda a derecha las dos
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primeras bandas corresponden a 150 y 100 ng, respectivamente, de AlaAP comercial con un
peso molecular de 140kDa. Las dos siguientes corresponden a la AlaAP presente en 90 y 75
ug, respectivamente, de proteinas plasmdticas de un sujeto control. Las dos ultimas
corresponden a la AlaAP en la misma cantidad de muestra en un sujeto sEH. Ensayos Il y IlI:
de izquierda a derecha la primera banda corresponde a 150 ng de AlaAP comercial con un
peso molecular de 140kDa. Las dos siguientes corresponden a la AlaAP presente en 60 y 30
ug, respectivamente, de proteinas plasmadticas de un sujeto control. Las dos ultimas
corresponden a la AlaAP en la misma cantidad de muestra en un sujeto sEH. A excepcidn del
ensayo I, la concentracién de la AlaAP fue menor en el sujeto sEH que en el control.

Discusion

En la patogénesis de las enfermedades neurodegenerativas, como EA, EP, y EH, se comparten
algunos mecanismos moleculares que van a conducir a la muerte neuronal. Existen claras
evidencias de la contribuciéon de fendmenos tales como el estrés oxidativo [7], disfuncidn
mitocondrial [2] y agregacidn proteica [8] en los procesos neurodegenerativos.

El cerebro es particularmente sensible a los fendmenos de estrés oxidativo debido al elevado
contenido lipidico y a los grandes requerimientos energéticos. Junto a la presencia de
radicales libres, la alteracion del metabolismo proteico estd considerada como otro de los
factores patoldgicos responsables de la EH [9, 10]. Sin embargo, existen pocos estudios de las
alteraciones especificas que ocurren en sangre periférica de enfermos de Huntington.
Nuestros resultados muestran un aumento significativo en la concentracion plasmatica de
LPO en el grupo sEH respecto al grupo control, pero no en el grupo aEH, sugiriendo que el
estrés oxidativo no es evidente en estadios tempranos, pero va incrementandose con la
progresion de la enfermedad. Otros autores también han evaluado el papel de los fendmenos
de estrés oxidativo en la EH. Chen y cols [11] encontraron un aumento del estrés oxidativo en
plasma de pacientes con EH, con mayores valores en los individuos con patologia motora mas
severa que la de los pacientes de este estudio. Por otra parte, Klepac y cols [12] describieron
un aumento significativo en la concentracién plasmatica de LPO y un descenso significativo en
la concentracién de glutation reducido en enfermos de Huntington comparados con sujetos
sanos, siendo estos resultados similares en pacientes asintomaticos. Seria interesante realizar
un estudio con una poblacion mayor de enfermos asintomaticos, portadores del gen mutado,
para evaluar la importancia del estrés oxidativo antes de la aparicién de los sintomas clinicos
de la enfermedad.

Junto al estrés oxidativo, los defectos en el metabolismo energético estan presentes en la EH
[13]. Se ha detectado un metabolismo reducido de la glucosa en la corteza cerebral y ganglios
basales de pacientes con EH [9], asi como alteraciones en los componentes de la cadena
respiratoria mitocondrial [14]. Cuando se desacopla el transporte electréonico en la cadena
respiratoria, la produccién de ATP disminuye y con él las defensas antioxidantes, aumentando
la concentracién de radicales libres [15]. La disrupcién del metabolismo aerdbico promueve la
formacién de acido lactico o LAC fuera de la mitocondria, a partir de piruvato, reduciendo el
aporte energético [16]. Por tanto, la determinacién plasmatica de LAC puede ser considerada
un marcador util de disfuncién mitocondrial en las enfermedades neurodegenerativas [17].
Nuestros resultados mostraron un aumento significativo en la concentracion plasmatica de
LAC en el grupo sEH respecto al grupo control. Sin embargo, las concentraciones de LAC
fueron similares entre los grupos aEH y control. Estos resultados siguen el mismo patrén que
el obtenido para los LPO, sugiriendo que ambos fenémenos, estrés oxidativo y disfuncion
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mitocondrial, ocurren simultaneamente en la EH, contribuyendo cada uno al desarrollo del
otro. Otros autores también han analizado la concentracidon de lactato como marcador de
disfuncién mitocondrial. Jenkins y cols [18] detectaron picos elevados de LAC en la corteza
occipital de pacientes sintomdaticos de EH usando Resonancia Magnética Nuclear (RMN).
Harms y cols [19], utilizando la misma técnica, encontraron concentraciones elevadas de
lactato en la corteza frontal de 8 entre 17 pacientes sintomaticos de EH, y 4 sobre 4 pacientes
asintomaticos de EH, pero no en individuos sanos. Por ultimo, un estudio mas reciente
mostré mayores ratios LAC/creatina y LAC/N-acetil-asparatato en las regiones parieto-
occipital y cerebelar de pacientes con EH [20].

Otra caracteristica patoldgica de la EH es la alteracidon del metabolismo proteico. Por ello,
analizamos las actividades plasmaticas de un grupo de enzimas relacionadas con el
metabolismo peptidico, muy abundantes en el cerebro, las APs. Nuestro estudio mostré una
reduccidn general de la actividad AP en ambos grupos de EH, siendo significativa para la Ala-,
Asp- y GIUAP en el grupo sEH, y para la Asp- y GIUAP en el grupo aEH. Ademas, la actividad
AlaAP fue similar entre los grupos aEH y control; sin embargo, no mostré diferencias
significativas respecto a la actividad del grupo sEH, probablemente debido al nimero
reducido de pacientes asintomaticos transportadores del gen mutado. Hay pocos estudios
sobre el papel de las APs en las enfermedades neurodegenerativas y particularmente sobre
su contribucidon en la patologia de la EH. Butterworth [21] detecté menor actividad
enzimatica en tres peptidasas (enzima que convierte angiotensina, metalopeptidasa analoga
a la termolisina y AlaAP) del nucleo caudado de pacientes con EH. Estas enzimas estan
implicadas en la activacion y metabolismo de encefalinas y sustancia P [22]. Es posible, por
tanto, que la reduccion de sus actividades esté relacionada con el descenso en las
concentraciones de encefalinas, dinorfinas y sustancia P observado en pacientes con EH [23,
24]. La AlaAP participa en la hidrdlisis de los neuropéptidos metionina- y leucina-encefalina,
regulando las concentraciones de ligando para los receptores opioides. La activacion de estos
receptores conducen a la inhibiciéon de la enzima adenilato ciclasa y consecuentemente a la
reduccién de AMPc [25]. Ademas, las APs estan implicadas en la activacidn del sistema
renina-angiotensina (RAS, del inglés renin-angiotensin system), cuya funcion principal es
regular la presidn sanguinea y la homeostasis en el cerebro [26]. La AlaAP y la GIUAP son
responsables de la produccion de angiotensina lll (Ang Ill) y Ang IV, respectivamente, a partir
del decapéptido inactivo Ang I. Diversos estudios han demostrado que la Ang Il y Ang IV
promueven la liberacién de dopamina en el nucleo estriado de ratas [27, 28]. Mota y cols [29]
detectaron niveles elevados de GIUAP en ganglios basales humanos y sugirieron que esta
enzima podria participar en la conversién de Ang II-Ang lll asi como en el control de la
liberacion de dopamina. En base a estos resultados, es posible que los mecanismos regulados
por estas APs estén también dafiados en la EH. No obstante, es necesario un estudio mas
profundo de ello para evaluar el papel exacto de las APs en la patogénesis de la EH.

Por dltimo, los agregados intracelulares de htt constituyen el marcador patolégico
caracteristico de la EH [30]. La htt mutada altera la funcién mitocondrial y promueve la
formacién de radicales libres [2, 31]. El estrés oxidativo generado podria dafar al
proteosoma, bien aumentando el nimero de proteinas dafadas o reduciendo la produccién
de ATP. Sin embargo, aun no estd claro el papel de los agregados de htt en la muerte celular.
Algunos estudios in vitro han determinado que la toxicidad de la htt se debe a los pequefios
fragmentos procedentes de la degradacién incompleta de la proteina en el protosoma, mas
que a la formacién de los agregados intracelulares [32]. Por otra parte, Bhutani y cols [33]
demostraron que la AlaAP es la principal enzima capaz de metabolizar los fragmentos de poli-
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Q de la htt liberados por el proteosoma. Por tanto, la deficiencia de este proceso promoveria
la formacién de inclusiones citosdlicas. Es posible, que la reduccién de la actividad AlaAP
encontrada en los pacientes con EH esté relacionada con la alteracién del metabolismo
proteico. Esto indicaria, que a la etiologia de la EH, ademas de la htt, contribuyen otras
alteraciones del metabolismo proteico, como los cambios detectados en la actividad
enzimatica de las APs. Nuestros resultados sugieren que esta reduccion de la activad AP
podria estar ligada al proceso neurodegenerativo de la EH. Por ello, la actividad AP plasmatica
puede ser considerada como un marcador diagnéstico en la EH.

Conclusiones

Este estudio demuestra la presencia de marcadores de estrés oxidativo y la alteracién de la
actividad AP en el plasma de enfermos de Huntington. Las concentraciones plasmaticas de
LPO y LAC fueron elevadas en enfermos sintomdaticos, mientras que la actividad AP fue
reducida en ambos grupos de EH, sintomaticos y asintomaticos. Estos cambios podrian estar
relacionados con la progresion de la enfermedad. Por tanto, un tratamiento util para la EH
deberia incluir una terapia encaminada a reducir el estrés oxidativo y normalizar la actividad
AP.

Pagina 237 de 246



R.Duran, F.J. Barrero, B. Morales, J.D. Luna, M. Ramirez, F. Vives

Métodos

Sujetos de estudio y obtencién de plasma sanguineo

Se crearon tres grupos de estudio: uno formado por 24 enfermos sintomaticos de EH (grupo
sEH), otro por 7 individuos asintomaticos portadores del gen mutado para esta enfermedad
(grupo aEH), y un grupo control formado por 60 individuos sanos de igual distribucién en
edad y sexo (grupo C). El diagnéstico de la EH se llevd a cabo por al menos dos neurdlogos,
basado en las caracteristicas clinicas especificas de la enfermedad en individuos con historia
familiar y analisis genético positivo. La evaluacidn de los sintomas se realizd mediante
entrevista clinica y exploracion neuroldgica, siguiendo los criterios de la Escala Unificada de
la Enfermedad de Huntington (Unified Huntington’s Disease Rating Scale, UHDRS) [34]. Todos
los enfermos sintomaticos estuvieron bajo tratamiento en la Unidad de Trastornos del
Movimiento del Hospital Universitario San Cecilio. Los individuos asintomaticos fueron
definidos como sujetos con un nimero caracterizado de repeticiones CAG (238) en el gen de
la htt sin sintomas clinicos evidentes de EH. Las muestras de sangre se obtuvieron por
puncidn en la vena cubital y se almacenaron en tubos con EDTA. El ADN fue analizado en el
Servicio de Bioquimica Clinica de nuestro hospital, segun el método descrito por Blanco y cols
[35]. El plasma fue aislado por centrifugacion durante 15 minutos a 3000 r.p.m. y almacenado
a -802 C hasta su uso.

Determinacion de las concentraciones plasmaticas de lipidos peroxidados y lactato

Como marcadores de estrés oxidativo y disfuncion mitocondrial se midieron las
concentraciones plasmaticas de lipidos peroxidados (LPO) y lactato (LAC) mediante los kits
“PeroxiDetect” (Sigma) y “L-lactic acid Enzymatic Bio-analysis” (Roche), respectivamente, de
acuerdo con las indicaciones del fabricante. Las muestras se analizaron en duplicado, y los
resultados se expresaron como nanomoles de LPO por mililitro (nmol/ml) y gramo de LAC por
litro (g/L)

Anadlisis de la actividad enzimatica de las Aminopeptidasas

Las actividades plasmaticas de la alanina- (AlaAP), cistina- (CysAP), aspartato- (AspAP),
glutamato- (GIuAP) y leucina- (LeuAP) aminopeptidasa se analizaron en duplicado mediante
ensayo fluorimétrico segin el método descrito previamente [36]. Cada actividad
aminopeptidasa se expresd como picomoles de Ala-, Cys-, Asp-, Glu- y Leu-B-naftilamida
hidrolizada por minuto y miligramo de proteina.

Electroforesis no desnaturalizante y western-blot

La actividad enzimatica de la AlaAP fue analizada mediante electroforesis en condiciones no
desnaturalizantes, con la separaciéon de 400 y 200 microgramos de proteinas plasmaticas en
gel de acrilamida al 10%, y la posterior incubacidn con el sustrato especifico de la enzima Ala-
B-naftilamida en buffer fosfato 0.1M (pH 6.1) y sal Fast Black K (FBK) a 372 C durante 30
minutos. Con la hidrdlisis del sustrato se libera B-naftilamina que reacciona con la sal FBK
produciendo una banda color purpura que se corresponde con la localizacién de la AP, siendo
la intensidad de color proporcional a su actividad enzimatica.

Los andlisis de western blot se llevaron a cabo para determinar la expresién de la AlaAP en
plasma. Previo a la electroforesis, las muestras fueron purificadas de albimina e
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Inmunoglobulina G plasmaticas mediante columnas de inmunoafinidad siguiendo las
instrucciones del kit (SIGMA). A continuacidn las proteinas plasmaticas se separaron en gel de
acrilamida al 12% y se transfirieron a una membrana de PVDF (Bio Rad). La membrana fue
blogueada con solucién buffer fosfato (PBS), en presencia de 0.1% de tween 20 y 5% de leche
desnatada, a 42 C durante toda la noche. Posteriormente se incubd con el anticuerpo
especifico CD13/AlaAP (Santa Cruz Technologies) a dilucion 1/1000 en solucién PBS con 0.1%
de tween 20 y 0.5% de leche desnatada durante 1 hora a temperatura ambiente. Después de
tres lavados con PBS/tween, la membrana fue incubada con el anticuerpo secundario anti-IgG
unido a HRP en las mismas condiciones. Finalmente, se volvié a lavar y se procedié al
revelado de los blots utilizando la solucién ECL-plus, segun las indicaciones del fabricante, y el
sistema revelador Curix 60 (AGFA).

Anadlisis estadistico

La diferencia entre grupos fue analizada mediante ANOVA de una via en cada una de las
variables estudiadas. En aquellas comparaciones que alcanzaron significacion, se realizaron
comparaciones por parejas post hoc, con la penalizacién de Bonferroni. La homogeneidad de
varianzas se alcanzé mediante la transformacién del logaritmo neperiano. La t de Student fue
empleada para comparar medias entre grupos y los analisis de asociacién se llevaron a cabo
mediante el empleo del coeficiente de correlacién de Pearson. El paquete estadistico
utilizado fue STATA 10.1 y los contrastes se dieron significativos con un valor de P igual o
inferior a 0.05. Todos los resultados se expresaron como media £ SEM.
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