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CAPITULO 1

Sistema dopaminérgico mesocorticolimbico
y memoria gustativa: relevancia del nucleo

accumbens

Grau-Perales A, Gallo M

Resumen

La atenuacion de la respuesta neofébica ante sabores novedosos
es un modelo ampliamente utilizado en investigacién para
estudiar las bases neurales y moleculares del aprendizaje y la
memoria. En funcién de las consecuencias viscerales asociadas al
consumo del sabor, el resultado del aprendizaje sera distinto. Asi,
un sabor asociado con consecuencias viscerales aversivas
producird una aversién condicionada al sabor, un sabor asociado a
consecuencias apetitivas producira una preferencia condicionada
al sabor, y un sabor sin consecuencias de forma explicita
producird una memoria de sabor segura y la atenuaciéon de la
respuesta neof6bica inicial al sabor. Sin embargo, la propia
ausencia de consecuencias puede interpretarse como una
consecuencia de tipo apetitivo, por lo que en este aprendizaje
podria estar implicada la actividad del sistema dopaminérgico
mesocorticolimbico, en el que juega un papel especial el nucleo
accumbens. Este capitulo pretende revisar los mecanismos
implicados en la formacion de distintos tipos de memoria
gustativa (aversiva, apetitiva y segura) en el cerebro de roedores,
destacando la implicacion de la actividad dopaminérgica en el

ndcleo accumbens, fundamentalmente a través de los receptores
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de tipo D1, tanto en la formacién de una memoria de sabor
aversiva como en la formacién de una preferencia condicionada.
Se constata la escasez de estudios relativos a la participacion del
nucleo accumbens en la atenuaciéon de neofobia gustativa y la

necesidad de continuar la investigacion en este sentido.
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Capitulo 1: Sistema dopaminérgico mesocorticolimbico y memoria gustativa: Relevancia del
nucleo accumbens

La memoria gustativa

La memoria gustativa es un buen modelo para estudiar las bases neurales y los
mecanismos moleculares relacionados con aprendizaje y memoria. Ser capaces de
recordar y reconocer un sabor tiene gran relevancia desde el punto de vista
biolégico, puesto que esta informacién permite aprender sobre la naturaleza de lo
ingerido y sus consecuencias sobre el organismo. Ello determina la aceptacion o el
rechazo de estas sustancias en encuentros futuros y explica en buena parte la
seleccion de los alimentos. En efecto, la presentacion de sustancias con sabor
novedoso desencadena una respuesta inicial de rechazo que se denomina neofobia
al sabor. El rechazo o la aceptacién del sabor una vez que se convierte en familiar

dependen de las consecuencias viscerales que se asocien con él.

Asi, tras la ingestion de un sabor novedoso se genera una memoria de dicho
sabor que parece procesarse y almacenarse en paralelo en diferentes regiones
cerebrales [1]. La memoria gustativa generada posee al menos dos componentes,
dependiendo de las consecuencias viscerales posteriores que sean atribuidas al
sabor. De esta forma, si el sabor es seguido de consecuencias viscerales negativas
el sabor va a ser clasificado como aversivo y el animal evitara el consumo de dicho
sabor en futuros encuentros. Este tipo de aprendizaje es denominado como
aversién gustativa condicionada y puede ser inducido experimentalmente en el
laboratorio. Se considera un tipo de condicionamiento clasico en el que se asocian
un estimulo condicionado (EC) y un estimulo incondicionado (EI), siendo el EC el
sabor y el EI malestar gastrico, que generalmente es inducido en roedores por una
inyeccién intraperitoneal de Cloruro de Litio (LiCl). Sin embargo, si el sabor
novedoso no va seguido de consecuencias viscerales aversivas, se genera una
memoria gustativa segura, de manera que cuando el animal vuelva a encontrar
dicho sabor en el futuro, pueda ser reconocido como seguro e incremente su
consumo, como resultado de la atenuacién de la neofobia gustativa. Ambos tipos de
memoria gustativas -aversiva y segura- han demostrado ser procesadas por
mecanismos cerebrales compartidos, aunque algunos aspectos parecen ser

especificos para cada una de ellas.

Adicionalmente, la asociacion del sabor con consecuencias apetitivas, bien de

naturaleza heddnica o nutritiva, induce la formaciéon de memorias apetitivas que
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Grau-Perales AB, GalloM

conducen al desarrollo de preferencias gustativas condicionadas. El primer caso, el
denominado aprendizaje sabor-sabor, un sabor neutro es emparejado con un
sabor muy agradable al paladar (altamente preferido), mientras que en el segundo,
denominado aprendizaje sabor-nutriente, el sabor neutro es emparejado con un
nutriente especifico de relevancia para la dieta, como puede ser la glucosa en el
caso de animales privados de comida. En este caso, se trata de un modelo de
aprendizaje de preferencias gustativas, por el que los animales de experimentacion
desarrollan un consumo elevado de una sustancia sdpida que ha sido asociada con

consecuencias reforzantes [2].

Circuitos cerebrales de la memoria gustativa

La aversion gustativa condicionada depende de un circuito neural muy bien
estudiado (Figura 1A) [para una revisién 3, 4]. La formacién de la asociacién
requiere la participacion del nucleo parabraquial troncoencefdlico [5] y su
interaccién con estructuras diencefalicas, tal como la amigdala basolateral y
corticales, como la corteza insular gustativa [6]. El mantenimiento de la memoria
gustativa aversiva depende tanto de la corteza insular como la amigdala entre

otras areas [7].

En cuanto a la formaciéon de memoria gustativa segura parece implicar un
circuito que incluye areas del 16bulo temporal en el cerebro de la rata, destacando
areas como el hipocampo [8,9]; la corteza insular, cuya lesiéon excitotéxica impide
la atenuacién de neofobia y cuya actividad, mediante la proteina c-Fos, varia con la
familiaridad del sabor [10,11,12,13,14]; la amigdala basolateral, estructura cuya
lesion impide la atenuacién de neofobia al sabor [15] y modifica la actividad de c-
Fos en otras areas relacionadas, como la corteza perirrinal, estructura que muestra
una mayor actividad de la proteina c-Fos ante la presentacion de sabores

novedosos [16,17].

En lo que se refiere a las preferencias condicionadas al sabor, ademas de la
participaciéon de areas cerebrales implicadas en el procesamiento del sabor,
destaca la participaciéon de los circuitos de neurotransmision del sistema de

reforzamiento que depende del circuito dopaminérgico mesocorticolimbico
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Capitulo 1: Sistema dopaminérgico mesocorticolimbico y memoria gustativa: Relevancia del
nucleo accumbens

(Figura 1B) y en el que el nicleo accumbens juega un papel esencial [18,19]. El
sistema dopaminérgico mesocorticolimbico comparte conexiones anatémicas
funcionales con estructuras del circuito de procesamiento de sabores (ver Figura

1C).

Nucleo accumbens y procesamiento del valor hedonico del sabor.

El ndcleo accumbens (NAcb) es una estructura que forma parte del estriado
ventral localizada en la parte rostral y medial del prosencéfalo que en algunas
nomenclaturas es incluido en la denominada amigdala extendida. Recibe
aferencias dopaminérgicas del circuito meso-limbico originado en el area
tegmental ventral (ATV) y representa un componente fundamental del
denominado sistema de recompensa o reforzamiento. En él se pueden encontrar
dos subregiones: el nicleo accumbens core (NAcb-core) y el ndcleo accumbens
shell (NAcb-shell), subregiones que pueden disociarse anatémica y
funcionalmente. El NAcb estd ampliamente implicado en el desarrollo de conductas
adictivas, en el control de la ingesta, asi como en el control de aprendizajes

motivacionales innatos y aprendidos [20, 21, 22].

El NAcb ademas parece estar implicado en el control del consumo de sabores.
Asi, Shimura, Kamada and Yamamoto [23] demostraron que la lesién del area
tegmental ventral (ATV), la principal fuente de dopamina del sistema del
mesocorticolimbico y cuyas aferencias alcanzan fundamentalmente al NAcb,
redujo el consumo de sacarosa, siendo el sabor dulce innatamente preferido, frente
a sabores salados, amargos y acidos en concentraciones no preferidas (Cloruro
Sédico, Clorhidrato de Quinina y acido hidroclérico), indicando el posible papel
que posee este circuito dopaminérgico en el procesamiento del valor heddnico
(palatabilidad) de los sabores. Mas tarde, Yamamoto [22] sefial6 la implicacién del
NAcb en el procesamiento de la palatabilidad, ya que la administracién
intracerebral de agonistas dopaminérgicos en este nucleo producia un incremento

en el consumo de sabores menos agradables al paladar.

Bassareo y Di Chiara [24] encontraron, utilizando técnicas de microdialisis de

dopamina, que se producia un incremento significativo en la liberacion de
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dopamina tanto en el NAcb como en la corteza prefrontal (CPF) de ratas tras ser
expuestas a un alimento con un sabor muy palatable. Esta respuesta desaparecia
en el NAcb tras una segunda exposicion a dicho sabor, mientras que se mantenia

elevada en la CPF.

De esta manera se propone que el nicleo accumbens podria participar en el
cambio del valor hedoénico especifico de un sabor, a través de conexiones
bidireccionales con otros nucleos cerebrales, fundamentalmente la amigdala

basolateral (BLA), corteza insular y otros nucleos de la amigdala extendida.
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nucleo accumbens

Informacion
gustativa

Figura 1. Representacion esquematizada de las principales vias anatémicas implicadas en
el procesamiento del sabor y la recompensa, asi como su interaccién. A) Conexiones del
sistema gustativo en el cerebro de la rata. La informacion gustativa periférica alcanza el
tronco cerebral a través del nucleo del tracto solitario (NTS), desde donde se envia al
nucleo parabraquial (PBN). PBN proyecta a distintos ntcleos de la amigdala (AMY) y a la

19
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corteza insular (CI) directamente o a través de su relevo taldmico en el ntcleo
ventroposteromedial - pars compacta (VPMpc). Desde la IC, existen proyecciones
eferentes sobre otras areas corticales de asociacién, destacando la corteza perirrinal
(PER). Tanto AMY como IC mantienen conexiones anatémicas reciprocas entre si y con el
nucleo accumbens (NAcb). B) Conexiones del circuito dopaminérgicomesocorticolimbico
en el cerebro de la rata. La principal fuente de dopamina se corresponde con el area
tegmental ventral (VTA) que surte de este neurotransmisor al NAcb. Desde alli, las
proyecciones dopaminérgicas alcanzan la corteza orbitofrontal medial (MOFC) y mPFC asi
como nucleos subcorticales como AMY. El NAcb ademads proyecta hacia el palido ventral
(VP), ndcleo que junto con la zona incerta (ZI) regulan la liberacién de dopamina en el
hipotdlamo lateral (LH). LH proyecta informaciéon al PBN que regula la liberaciéon de
dopamina en el VTA, a modo de feedback negativo del circuito.C) Interacciones entre
ambos circuitos, destacando zonas relevantes para la memoria gustativa como AMY, PBN y
NAcb.

Nucleo accumbens y formacion de la memoria gustativa

Los distintos tipos de memoria gustativa descritos inducen alteraciones en el
consumo de los sabores debido a cambios en su palatabilidad. Por ello, no es
descartable que el sistema de recompensa esté implicado en cada uno de ellos. Uno
de los aspectos mas estudiados ha sido la participacién selectiva de las subregiones
del nicleo accumbens tanto en sabores seguros como aversivos. En conjunto, los
hallazgos sugieren que ambas subregiones (NAcb-core y NAcb-shell) estarian
implicadas en la formacién de una memoria gustativa aversiva, pero solamente la
region del shell (NAcb-shell) se relacionaria con la formacién de un sabor seguro

(ver Tabla 1 en ANEXO).

Asi, Ramirez-Lugo, Zavala-Vega y Bermudez-Rattonni [25] estudiaron el
papel de los neurotransmisores glutamato y acetilcolina en el NAcb utilizando una
tarea de atenuacion de neofobia y una tarea de aversion condicionada al sabor,
respectivamente. En ambas tareas, administraron AP-5 (dl-2-amino-5
Phosphonopentanoate, antagonista selectivo de receptores de N-methyl-d-
aspartate, NMDA) y escopolamina (antagonista no selectivo de receptores
colinérgicos muscarinicos) antes de la primera exposicion a un sabor novedoso
(sacarina). Tanto la inyeccion de escopolamina como de AP-5 impidieron la
adquisicién de una aversion condicionada al sabor cuando fueron administradas

en ambas regiones (NAcb-core y NAcb-shell). Sin embargo, la atenuacion de la
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neofobia gustativa sélo se vio interrumpida por la administracion de escopolamina
(pero no AP-5) administrada en el ndcleo accumbens shell, mientras no obtuvo

efecto en el core.

Mas recientemente, Nufiez-Jaramillo, Rangel-Hernandez, Burgueno-Zuiiga y
Miranda [26] encontraron que la induccién de actividad glutamatérgica mediante
NMDA aplicada tras la primera exposicion a un sabor novedoso impidié tanto la
recuperacion de una aversion condicionada al sabor como la atenuacién de

neofobia al sabor.

Adicionalmente, se ha estudiado el efecto de la inactivacion reversible del
NAcb-shell mediante la administracién intracerebral de anisomicina resultando en

una interrupcion de la atenuacién de neofobia al sabor [18].

Otros sistemas de neuromodulacién participan en la adquisicién de ambos
tipos de memoria de sabores. En este sentido, Whichmann, Fornari y Roozendaal
[27] demostraron que la administracién de propanolol (antagonista de f3-
adrenorreceptores) en el nucleo accumbens core y shell interfiri6 con la
atenuacion de neofobia a una solucién de sacarina y con la adquisicién de una
aversion condicionada cuando la sacarina fue emparejada con una administracion
de LiCl. Sin embargo, su administracion en el NAcb-core inicamente produjo efecto
sobre la aversion condicionada. Ademas, también demostraron que la
administracién de RU28362 (un agonista de receptores de glucocorticoides de tipo
GR) en el NAcb produjo los efectos opuestos (facilitaciéon tanto de la aversién
condicionada como de la atenuaciéon de neofobia), indicando una gran relevancia
del sistema noradrenérgico en la consolidacién de memoria de sabor aversiva y

segura en el nicleo accumbens.

Dopamina y memoria gustativa

De acuerdo con la relevancia del circuito dopaminérgico mesocorticolimbico en el
procesamiento del valor hedénico de los sabores, la formacion tanto de aversiones
como preferencias gustativas parece estar estrechamente relacionada con la

neurotransmision en este circuito.
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* Dopamina y aversion gustativa condicionada

Fenu, Bassareo y Di Chiara [28] demostraron la implicacién de la
neurotransmision dopaminérgica en NAcb-core empleando una tarea de aversion
gustativa condicionada. Expusieron a ratas a una solucién novedosa de sacarosa
(15%) seguida por la administracion sistémica de LiCl en diferentes intervalos
temporales. Ademas, inyectaron sistémicamente e intracerebralmente SCH23390 y
SCH39166 (antagonistas selectivos de receptores D1 de dopamina) o vehiculo
(solucién salina) entre la exposicion al sabor y el LiCl. Los resultados indicaron que
la administracion de los antagonistas dopaminérgicos impidi6 la formacién de una
memoria gustativa aversiva. Esta ausencia de aversion condicionada fue
especialmente evidente para el caso de administraciones intracerebrales

realizadas en el NAcb-core.

Posteriormente, Fenu y Di Chiara [29] replicaron los resultados anteriores en
un nuevo experimento con administracién intracerebral de anfetamina (como
agonista dopaminérgico con gran afinidad por receptores de tipo D1) en el
intervalo entre el sabor y el LiCl. Los resultados mostraron que la administracién
de anfetamina produjo facilitaciéon de la adquisicion de la aversion gustativa
condicionada. Con este experimento demostraban que la actividad de los
receptores dopaminérgicos D1 en el nudcleo accumbens es necesaria para la

adquisiciéon de una memoria gustativa aversiva.

* Dopamina y preferencia condicionada de sabores

La dopamina y los receptores D1 especialmente, han obtenido una considerable
atencion en el estudio de la formacién de la memoria gustativa apetitiva, bien sea
sabor-sabor o sabor nutriente. Tanto en el aprendizaje sabor-sabor como sabor-
nutriente la actividad de los receptores dopaminérgicos D1 parece jugar un papel
crucial [30, 2]. Estudios farmacoldgicos han demostrado que la actividad de los
receptores D1 implicados en el procesamiento de preferencias de sabores
interacciona con la actividad glutamatérgica, a través de receptores de NMDA en el
NAcb [31]. Algo similar ocurre en otros nucleos incluidos en el sistema del

reforzamiento, como son nucleos de la amigdala, fundamentalmente la basolateral
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y central [32] y el hipotadlamo lateral [33, 34] que participan directamente en el
control de la ingesta de sabores muy palatables. La co-localizacién de receptores
D1 y NMDA también se produce en zonas del estriado ventral a nivel post-

sinaptico, incluyendo el nicleo accumbens [35].

En contraposicién al interés que ha suscitado el estudio de la relacién entre
los receptores D1 y otras modalidades de memoria gustativa, su posible

participacién en la atenuacidon de neofobia gustativa permanece inexplorada.

Conclusion

Como hemos visto, la aversion gustativa condicionada y el condicionamiento de
preferencias gustativas se utilizan como paradigmas de aprendizaje en los que se
empareja un sabor con consecuencias aversivas o apetitivas, respectivamente,
mientras que en la atenuaciéon de neofobia gustativa la ingestién de un sabor
desconocido no va seguida de consecuencias. Sin embargo, la ausencia de
consecuencias podria constituir en si misma un reforzador positivo, de manera que
un sabor que inicialmente es consumido con cautela, incrementa su valor
hedonico, y como consecuencia, el consumo en sucesivas exposiciones a medida
que se produce la atenuacion de la respuesta neofébica. Este planteamiento cobra
mayor fuerza teniendo en cuenta las condiciones experimentales a las que suelen
estar sometidos los animales de experimentacién durante los procedimientos de
atenuaciéon de neofobia. Por cuestiones metodoldgicas, los animales suelen tener
acceso restringido a la bebida, por lo que estan sedientos y muy motivados a beber.
Aunque los procedimientos incluyen sesiones de rehidratacién que permiten a los
animales poder tener acceso a suficiente bebida como para evitar la
deshidratacién, ello no impide que estén sedientos durante la sesién experimental.
Por este motivo, a pesar de que el sabor no va emparejado explicitamente con
ninguna consecuencia, el hecho de poder beber constituye un reforzador por si
mismo, por lo que hay que tener en cuenta posibles fendmenos de aprendizaje

apetitivo subyacentes.
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El neurotransmisor dopamina ha demostrado ser fundamental en el
procesamiento de sabores y en la adquisicion de aprendizaje gustativo tanto de
tipo aversivo como apetitivo. Se ha estudiado en profundidad el papel del ntcleo
accumbens y su neurotransmisién a través de los receptores dopaminérgicos de
tipo D1 en la adquisicién de aversiones gustativas condicionadas, asi como en la
adquisicién de preferencias gustativas. Sin embargo, son escasos los datos que
estudian el papel del nicleo accumbens en el proceso de atenuacion de neofobia.
Seglin nuestro conocimiento, tampoco existe a penas investigacion sobre el papel
que desempefia la dopamina y el sistema de reforzamiento en general en el
desarrollo de la atenuacion de neofobia gustativa. Por tanto, se hace necesaria

nueva investigacion sobre esta cuestion.
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Anexo

Tabla 1. Resumen de estudios farmacolégicos del nidcleo accumbenscore y shell
en atenuacion de neofobia (AN) y aversién condicionada al sabor (ACS).

Subregion  Aprendizaje = Sustancia Accién Neurotransmisor Efecto Referencia

Shell AN AP-5 antagonista Glutamato No 25
Escopolamina | antagonista Acetilcolina Interrupcion 25

Anisomicina Inhibidor Sintesis proteinas Interrupcion 18

Propanolol antagonista Noradrenalina No 27

RU28368 Agonista Glucocorticoides Facilitacion 27

ACS AP-5 antagonista Glutamato Interrupcion 25

Escopolamina | antagonista Acetilcolina Interrupcion 25

Propanolol antagonista Noradrenalina Interrupcion 27

RU28368 Agonista Glucocorticoides Facilitacion 27

Core AN AP-5 antagonista Glutamato No 25
NMDA Agonista Glutamato Interrupcion 26

Escopolamina | antagonista Acetilcolina No 25

Propanolol antagonista Noradrenalina Interrupcién 27

RU28368 Agonista Glucocorticoides Facilitacion 27

ACS AP-5 antagonista Glutamato Interrupcion 25

NMDA Agonista Glutamato Interrupcion 26

Escopolamina | antagonista Acetilcolina Interrupcién 25

Propanolol antagonista Noradrenalina Interrupcion 27

RU28368 Agonista Glucocorticoides Interrupcion 27
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CAPITULO 2

Papel de las neuronas TRPVi1+ en el dolor
nociceptivo y en la hiperalgesia inducida
por prostaglandina E2

Ruiz-Cantero MC, Montilla-Garcia A, Perazzoli G,
Sanchez-Fernandez C, Baeyens JM, Cobos EJ

Resumen

Introduccion: El receptor TRPV1 es un canal catiénico presente en
neuronas C peptidérgicas, que en condiciones normales (dolor
nociceptivo) codifican para estimulos térmicos dolorosos, aunque
no para estimulos mecanicos. La prostaglandina E2 (PGE2) es un
sensibilizador periférico producido durante el dolor crénico. Este
algégeno produce la fosforilacion de los receptores TRPV1
contribuyendo a la hiperalgesia térmica. La PGE2 también produce
hiperalgesia mecanica, aunque no se conocen completamente los
mecanismos implicados. Por otro lado, se ha descrito que los
receptores TRPV1 podrian participar en la hipersensibilidad
mecanica, aunque por mecanismos desconocidos hasta el momento.
Por lo tanto, nos planteamos si la PGE2 podria producir
hiperalgesia tanto mecanica como térmica actuando en las
neuronas C peptidérgicas mediante la sensibilizacion del TRPV1. Y
por ello, nuestro objetivo fue determinar el papel de las neuronas C
peptidérgicas y del TRPV1 en el dolor nociceptivo y en la
hiperalgesia inducida por PGE2Z frente a estimulos térmicos y

mecanicos.

Material y Métodos: Se utilizaron ratones CD1. El dolor

nociceptivo mecanico se evalio mediante el test de presion de la
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pata (450g) y el térmico en la placa caliente unilateral (552C). Para
la evaluacion de la hiperalgesia mecanica y térmica inducida por
PGE2Z se realizaron los mismos tests, aunque utilizando

intensidades de estimulaciéon menores (100g y 422C).

Resultados: El tratamiento con resiniferatoxina eliminé
selectivamente las neuronas TRPV1+ en el DRG. Los animales
desprovistos de neuronas TRPV1+ aumentaron la latencia de
respuesta frente el estimulo térmico pero no frente al estimulo
mecanico, en una situacién de dolor nociceptivo. La administracion
de PGE2 indujo hiperalgesia frente a estimulos térmicos y
mecanicos, siendo ambas dependientes de la presencia de neuronas
TRPV1+. Por tultimo, la administracién intraplantar de rojo rutenio
(un antagonista TRP), SB366791 (un antagonista selectivo TRPV1),

0 H-89 (un inhibidor de la PKA) revirtié la hiperalgesia mecanica.

Conclusiones: Las neuronas C peptidérgicas son necesarias para el
dolor nociceptivo frente a estimulos térmicos pero no frente a
estimulos mecdanicos. Sin embargo, estas neuronas participan en la
hiperalgesia mecanica inducida por PGE2, mediante la activaciéon

del TRPV1 por la accion de la accibn de la PKA.
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Introduccion

El receptor TRPV1 (de sus siglas en inglés Transient Receptor Potential Vanilloid-
1) es un canal catiénico presente en neuronas C peptidérgicas [1, 2], que en
condiciones normales (dolor nociceptivo) codifican para estimulos térmicos
dolorosos (>43 2C), aunque no para estimulos mecanicos [3]. Los receptores
TRPV1 se consideran actualmente como un integrador molecular de la

sensibilizacion periférica [4].

La sensibilizacion periférica se define segun la Asociaciéon Internacional
para el Estudio del Dolor (IASP) como el aumento de la capacidad de respuesta de
las neuronas nociceptivas periféricas. Este proceso participa en la ganancia
sensorial que ocurre en el dolor de diversa etiologia, incluyendo dolor inflamatorio
[5], neuropatico [6] y canceroso [7], y puede producirse por una amplia variedad
de algégenos quimicos liberados por diversos tipos celulares. Estos algégenos

incluyen sustancias tales como la prostaglandina E2 (PGE2) [8].

La prostaglandina E2 (PGE2) activa receptores de
Eicosanoides/Prostanoides que estan acoplados a proteina G [9] y produce la
fosforilacién de los receptores TRPV1, principalmente por la ruta PKA, aunque
también por el sistema PKC [5, 8]. Se sabe que este mecanismo de fosforilacion de
TRPV1 mediado por PGE2 es uno de los principales desencadenantes de la
hiperalgesia térmica en condiciones de inflamacién [4, 5]. La PGE2 también
produce hiperalgesia mecanica [10, 11], aunque no se conoce completamente el

mecanismo de este proceso.

Por otro lado, hay estudios que muestran que los receptores TRPV1, en
condiciones de dolor patolégico (como en el dolor inflamatorio o canceroso),
podrian participar en la hipersensibilidad a estimulos mecanicos, y no inicamente
a estimulos térmicos [4]. Sin embargo, no se conoce como un transductor para
estimulos térmicos podria participar en la generacion de la hipersensibilidad
mecanica. Una explicacion podria ser que la sensibilizacién de las neuronas
TRPV1+ por algdgenos quimicos (como la PGE2) pudiera alterar la especificidad de
los estimulos codificados por estos nociceptores, aunque esta hipétesis no ha sido

estudiada previamente.
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Nuestro objetivo fue determinar el papel de las neuronas TRPV1+ en el
dolor nociceptivo y en la hiperalgesia inducida por PGE2 frente a estimulos

térmicos y mecanicos.

Meétodos

»  Animales

Se utilizaron ratones hembra de la cepa CD-1 para todos los experimentos (Charles
River, S.A. Barcelona, Espafia). Las pruebas comportamentales se realizaron
durante la fase de luz (9:00-15:00 horas) y al azar a lo largo del ciclo estral. Los
animales fueron manipulados de acuerdo con la Directiva Europea 2010/63, y los
protocolos fueron aprobados por el Comité de Etica de Experimentacion Animal de

la UGR y por la Junta de Andalucia.
» Fdrmacos, sensibilizador periférico y su administraciéon in vivo

Se utiliz6 el sensibilizador periférico PGE2 (Tocris, Madrid, Espana). Para estudiar
el mecanismo de las acciones de la PGE2, evaluamos los efectos de rojo rutenio
(Sigma-Aldrich, Madrid, Espafia), un antagonista TRP [12], de SB-366791 (Tocris)
un antagonista selectivo TRPV1 [13], y de H-89 (Santa Cruz Biotechnology, Inc.,
Heidelberg, Alemania), un inhibidor de la PKA [11]. Todos estos productos se
administraron de manera intraplantar (i.pl.), en un volumen de 20 pl. La PGE2 se
administré 10 min antes de la evaluacién comportamental. El rojo rutenio, el SB-
366791 y el H-89 se administraron 20 min antes de la administraciéon de PGE2, es
decir 30 min antes de la evaluacion de la hiperalgesia. Como control se administro

el solvente de estos productos (salino) por la misma ruta y volumen.

» Evaluacion del dolor nociceptivo y la hiperalgesia frente a estimulos

mecdnicos y térmicos

Los procedimientos de manipulacion y evaluacion de los animales frente al
estimulo mecanico y térmico fueron semejantes, para una mejor comparacion de

los resultados obtenidos utilizando las diferentes modalidades sensoriales. Los
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ratones fueron sostenidos suavemente por la piel de la zona superior de la region
interescapular, para ser sometidos de manera alterna en cada una de las patas
traseras al estimulo sensorial, dejando un minuto entre medidas. El dolor
nociceptivo mecanico se evalué mediante el test de presion de la pata (450 g) y el
térmico en la placa caliente unilateral (55 2C). En el test de presion de la pata se
utilizé6 un analgesimetro de presion (modelo 37215; Ugo-Basile, Varese, Italia),
midiendo el tiempo de latencia hasta el forcejeo, se estimulé la pata trasera con
una estructura conica con la punta roma, segin los procedimientos habituales en
nuestro laboratorio [14, 15]. Y para el test de placa caliente unilateral se emple6
una placa caliente (analgesimetro modelo PE34, Series 8, IITC Life Science Inc.,
Victory Blvd, Los Angeles), midiendo el tiempo de latencia de retirada de la pata,
segun el procedimiento habitual en nuestro laboratorio [16]. Para la evaluacion de
la hiperalgesia mecanica y térmica se realizaron los mismos tests conductuales,
pero en este caso, se utilizaron intensidades de estimulacion menores (100 g y 42

°C).

= Eliminacién in vivo de los nociceptores C peptidérgicos (TRPV1+)

Las acciones de las neuronas C peptidérgicas (TRPV1+) pueden estudiarse in vivo
mediante su eliminacién selectiva con resiniferatoxina (RTX), un superagonista
TRPV1, que promueve la entrada masiva de calcio y la consecuente muerte celular
de las neuronas TRPV1+ [17]. La RTX (Sigma-Aldrich) se administré por via
intraperitoneal (i.p.) en un volumen de 50 pg/kg, 5 dias antes de la evaluacién
comportamental y los ensayos inmunohistoquimicos, como se ha descrito

previamente [17].

= Ensayos de inmunomarcaje

La eficacia del tratamiento con RTX se determind mediante ensayos
inmunohistoquimicos del ganglio de la raiz dorsal (DRG) L4, correspondiente a la
inervacion de la pata. Después de los 5 dias tras la administraciéon de RTX o su
solvente, se realiz6 la perfusidn intracardiaca de los animales y se diseccioné el

DRG L4. Posteriormente el tejido se fijo, se deshidraté y se incluyd en parafina
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siguiendo procedimientos estandares. Las muestras se cortaron en un microtomo
en secciones de 5 micras y se realizo el estudio inmunohistoquimico con
anticuerpos fluorescentes para marcar TRPV1 y NeuN (como marcadores de las
neuronas C peptidérgicas y de todas las poblaciones neuronales, respectivamente).
Para el estudio inmunohistoquimico los cortes se desparafinaron en xilol (Panreac
Quimica, Castellar del Valles, Espafia) y se procedié a la rehidratacién. Para el
desenmascaramiento antigénico se utiliz6 tampén citrato 1% (Master diagnostica,
Granada, Espafia). Los cortes se incubaron durante 1 hora en solucién de bloqueo
(5% suero de burro en tampon Tris (TBS), 0,3% Triton X-100 y 0,1% Tween 20). A
continuacién, se incubaron los cortes durante 1 hora a temperatura ambiente con
un anticuerpo de cabra anti-TRPV1 (VR1 P-19, 1: 100, Santa Cruz Biotechnology) y
un anticuerpo de conejo anti-NeuN (ABN78, 1: 500, Merck Millipore, Madrid,
Espafia), en solucién de bloqueo. Después de la incubacién con los anticuerpos
primarios, los cortes se lavaron tres veces durante 10 min y se incubaron durante
1 h con los anticuerpos secundarios; un anticuerpo de burro anti-cabra Alexa
Fluor-488 (A11055) y un anticuerpo de cabra anti-conejo Alexa Fluor-594
(A11012) (1: 500 para ambos anticuerpos, Life Technologies, Alcobendas, Espafia).
Por ultimo, los portaobjetos se lavaron tres veces durante 10 minutos y se
montaron con ProLong® Gold Antifade Mountant (Life Technologies). Las
imagenes seleccionadas para este trabajo fueron capturadas en un microscopio
confocal Nikon A1 (Instruments Europe BV, Amsterdam, Paises Bajos) del Servicio

de Microscopia del Centro de Instrumentacion Cientifica de la UGR.

» FEstadistica

Se uso el programa Sigma Plot 12 para realizar los analisis de la varianza (ANOVA)
de una o dos vias seglin el experimento, seguido del test de Bonferroni. Las
diferencias fueron consideradas significativas cuando el valor de p fue menor a

0,05.
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Resultados

» Eliminacién de las neuronas C peptidérgicas (TRPV1+) mediante el

tratamiento con RTX

El marcaje inmunohistoquimico de NeuN, de un corte del ganglio de la raiz dorsal
(DRG) L4 de animales control (tratados con el solvente de la RTX) mostro
neuronas sensoriales cuyos somas son de tamafos diversos (Fig. 1a). Sin embargo,
el marcaje de TRPV1 se detecté exclusivamente en neuronas de pequefio tamafo
(Fig. 1b). Todas las neuronas que expresaron TRPV1, expresaron ademas NeuN,
mientras que la gran mayoria de las neuronas NeuN+ no expresaron TRPV1 (Fig.

1c).

Cuando se administr6 la RTX (50 pg/kg), previo al estudio
inmunohistoquimico, pese a que el marcaje de NeuN estuvo preservado de manera
global (Fig. 1d), no se observo esta subpoblacion de neuronas TRPV1+ (Fig. 1le y f).
Por lo tanto, la administraciéon de RTX es capaz de eliminar in vivo las neuronas

sensoriales TRPV1+, sin afectar a la globalidad de las neuronas del DRG.

NeuN TRPV1 NeuN /TRPV1

Fig. 1 Inmunohistoquimica del ganglio de la raiz dorsal (DRG) L4. Marcaje de NeuN (a) y
de TRPV1 (b), en animales control, asi como la combinacién de las imagenes a y b (c).
Marcaje de NeuN (d), TRPV1 (e) y su combinaciéon (f) en el DRG de animales tratados con
RTX (50 ug/kg, i. p.) 5 dias antes de la extraccion de las muestras.

CONTROL

b 4

f

+RTX
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» Papel de las neuronas TRPV1+ en el dolor nociceptivo frente a estimulos

mecdnicos y térmicos

La latencia de respuesta frente a un estimulo térmico de 55 2C aument6 al
administrar RTX (12,5, 25 y 50 ug/kg) de forma dosis dependiente hasta una dosis
de 50 pg/kg que elimindé por completo todas las neuronas TRPV1+ (Fig. 2). Sin
embargo, la latencia de respuesta frente a un estimulo mecanico de 450 g no vari6
al administrar las diferentes dosis de RTX (Fig. 2). Estos resultados indican que la
eliminacién in vivo de neuronas TRPV1+ afecta de manera diferencial al dolor

nociceptivo inducido por estimulos sensoriales térmicos y mecanicos.
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Fig. 2 Efecto de la administraciéon de resiniferatoxina (RTX) en la respuesta frente a
estimulos nociceptivos térmicos y mecanicos. Los resultados muestran la latencia de
forcejeo al aplicar un estimulo mecanico de 450g, y la latencia de retirada de la pata ante
un estimulo térmico de 559C, en ratones tratados con distintas dosis de RTX administrada
via intraperitoneal (i.p.). Diferencias significativas entre los valores de los animales
tratados con RTX y su solvente (control): *p<0,05; **p<0,01 (ANOVA de una via seguido
del test de Bonferroni).
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* Hiperalgesia térmica y mecdnica inducida por PGE2

La administracion i.pl. de PGE2 0,5 nmol disminuyd la latencia de respuesta frente
al estimulo térmico (429C), indicando por tanto la aparicién de hiperalgesia

térmica (Fig. 3a).

Sin embargo, la administracion de PGE2 en la pata contralateral a la
estimulacién térmica, no indujo cambio alguno en la latencia de respuesta en
comparacién con animales control (administrados con el solvente del alg6geno)
(Fig. 3b). Esto indica que la sensibilizacion al estimulo térmico se produjo de

manera local en el sitio de administracién de la PGE2.

Para estudiar los efectos de la PGE2 en la hiperalgesia mecanica, utilizamos
varias dosis de este sensibilizador periférico (0,125, 0,25 y 0,5 nmol). La
administracion de PGE2 disminuy6 la latencia de respuesta frente al estimulo
mecanico (100 g) de forma dosis dependiente (Fig. 3c), indicando el desarrollo de

hiperalgesia mecanica.

Al igual que para el estudio de la hiperalgesia térmica inducida por PGE2, la
administraciéon de PGE2 en la pata contralateral a la estimulacién mecanica no
alter¢ la latencia de respuesta (Fig. 3d), indicando que la hiperalgesia al estimulo
mecanico inducida por PGE2 es producida a nivel local en el sitio de
administracién de PGE2. Por lo tanto, la PGE2 produce tanto hiperalgesia mecanica

como térmica en la zona de administracion.
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Fig. 3 Efecto de la administracién de PGE2 en la respuesta frente a estimulos térmicos y
mecanicos. Los resultados muestran la latencia de retirada de la pata ante un estimulo
térmico de 42 °C en ratones tratados con PGE2 (0,5 nmol) administrada via intraplantar
(i.pl) en la pata ipsilateral a la evaluacién (a) y la latencia de respuesta de la pata
contralateral a la administracién de PGE2 (0,5 nmol, i.pl.) (b). Ademas, se representa la
latencia de forcejeo al aplicar un estimulo mecanico de 100 g en ratones tratados con
distintas dosis de PGE2 (0,125, 0,25 y 0,5 nmol, i.pl.) en la pata ipsilateral a la evaluacién
(c) y en la pata contralateral a la administraciéon de PGE (0,5 nmol, ipl) (d).

Diferencias significativas entre los valores de los animales tratados con

PGE2

y su solvente (control): **p<0,01 (ANOVA de una via seguido del test de Bonferroni).



Capitulo 2: Papel de las neuronas TRPV1+ en el dolor nociceptivo y en la hiperalgesia inducida
por prostaglandina E2

» Efecto de la RTX en la hiperalgesia térmica y mecdnica inducida por
PGE2

Para estudiar si las neuronas TRPV1+ participaban en la codificacion del estimulo
térmico y mecanico durante la sensibilizacién por PGE2, se eliminé in vivo esta

poblacion neuronal mediante el tratamiento previo con RTX.

La administracién de RTX no indujo cambio en la latencia de respuesta en
animales tratados con el solvente de la PGE2 y estimulados con una temperatura
de 42°C (Fig. 4a) o 100g de presion (Fig. 4b). Sin embargo, la administracion de
RTX fue capaz de revertir completamente la hiperalgesia inducida por PGE2, no
sélo frente al estimulo térmico (Fig. 4a), si no también frente al estimulo mecanico

(Fig. 4b).

Por lo tanto, las neuronas TRPV1+ son necesarias para el desarrollo de la

hiperalgesia inducida por PGE2 tanto frente a estimulos térmicos como mecanicos.
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Fig. 4 Efecto de la administracién de resiniferatoxina (RTX) en la hiperalgesia inducida
por PGE2 frente a estimulos térmicos y mecanicos. Los resultados muestran la latencia de
retirada de la pata ante un estimulo térmico de 42 ©°C en ratones tratados
intraplantarmente (i.pl.) con PGE2 0,5 nmol o su solvente, y tratados intraperitonealmente
(i.p.) con RTX (50 pg/kg) 5 dias antes de la evaluacion, o su solvente (a), y la latencia de
forcejeo al aplicar un estimulo mecanico de 100 g en ratones tratados con PGE2 i.pl. o su
solvente, y con RTX i.p. o su solvente (b). Diferencias significativas entre los valores de los
animales tratados con PGE2 sin RTX y su control: **p<0,01, y entre animales tratados con
RXT con o sin PGE2 y el solvente con PGE2: ##p<0,01 (ANOVA de una via seguido del test
de Bonferroni).
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= Efecto del antagonismo TRP (Rojo Rutenio)

Puesto que la eliminacion de las neuronas TRPV1+ aboli6 la hiperalgesia mecanica
inducida por PGE2, estudiamos mediante el uso de herramientas farmacolégicas
qué transductores presentes en estas neuronas participaban en el desarrollo de

este proceso.

La administracion local del antagonista TRP rojo rutenio (40 nmol) no
alter¢ la respuesta de los animales sin sensibilizacién sometidos a la estimulacion
mecanica (Fig. 5a). Sin embargo, La administracién de este antagonista TRP (5-40
nmol), en la pata sensibilizada con PGEZ2, revirtié de manera dosis-dependiente la

hiperalgesia mecénica inducida por este algégeno (Fig. 5a).

Para estudiar si el efecto del rojo rutenio se producia de manera local,
administramos las dosis mas altas estudiadas (20 y 40 nmol) en la pata
contralateral a la evaluacion, donde se administré la PGE2. En este caso, el
antagonista TRP no tuvo efecto alguno en la hiperalgesia inducida por PGE2 (Fig.
5b), indicando que a las dosis utilizadas su administracion i.pl. producia un efecto

local (Fig. 5b).

Estos resultados indican que los TRPs participan en la hiperalgesia

mecanica que se produce localmente en respuesta a la accién de PGE2.
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Fig. 5 Efecto del antagonista de TRPs rojo rutenio en la hiperalgesia inducida por PGE2
frente a estimulos mecdanicos. Los resultados muestran la latencia de forcejeo al aplicar un
estimulo mecanico de 100 g en la pata ipsilateral a la administracion intraplantar (i.pl.) de
PGE2 0,5 nmol o su solvente, y tratados con distintas dosis de rojo rutenio (5; 7,5; 10; 20;
40 i.pl.) o su solvente (a), y la latencia de forcejeo al aplicar un estimulo mecanico de 100
g en la pata contralateral a la administraciéon de PGE2 (0,5 nmol, i.pl.) o su solvente, y con
rojo rutenio (20 y 40nmol, i.pl.) o su solvente (b). Diferencias significativas entre
los valores de los tratados con el solvente y el resto de grupos experimentales: *p<0,05;
**p<0,01, y entre los animales tratados con PGE2 sola o en asociacién con el rojo rutenio:
#p<0,05; ##p<0,01 (ANOVA de una via seguido del test de Bonferroni).

= Efecto del antagonismo TRPV1 (SB-366791)

Ademas, investigamos si el TRPV1 en concreto es el responsable de la produccién
de la hiperalgesia mecanica inducida por PGE2.Para ello, estudiamos los efectos del

SB-366791, un antagonista selectivo de los TRPV1.

La administracion local de SB-36679 (0,5 nmol) no alteré la respuesta de
los animales sin sensibilizaciéon sometidos a la estimulacién mecanica (Fig. 6a). Sin
embargo, la administracién de SB-36679 (0,125-0,5 nmol) en la pata inyectada con
PGEZ2, indujo un claro incremento dosis dependiente en la latencia de respuesta de

los animales sometidos a la estimulacion mecanica (Fig. 6a).

Para estudiar si los efectos antihiperalgésicos del SB-36679 se producian de
manera local, en la zona sensibilizada por PGE2, la dosis mas alta empleada de este

antagonista TRPV1 (0,5 nmol) se inyecté en la pata contralateral a la
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administracion de PGE2. En este caso, la administraciéon de SB-36679 no revirtio la

hiperalgesia mecanica (Fig. 6b).

Estos resultados indican que los receptores TRPV1 de la zona sensibilizada

por PGE2 estan implicados en la produccidon de la hiperalgesia mecanica.
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Fig. 6 Efecto del antagonista selectivo de TRPV1 SB-366791 en la hiperalgesia inducida
por PGE2 frente a estimulos mecanicos. Los resultados muestran la latencia de forcejeo al
aplicar un estimulo mecanicode 100 g en la pataipsilateral a la administraciéon
intraplantar (i.pl.) de PGE2 0,5 nmol o su solvente, y tratados con distintas dosis SB-
366791 (0,125; 0,25; 0,5 nmol, i.pl.) o su solvente (a), y la latencia de forcejeo al aplicar un
estimulo mecanico de 100 g en la patacontralaterala la administraciéon de PGE2
(0,5nmol, ipl)o su solvente, y con SB-366791 (0,5 nmol, ipl) o su solvente
(b). Diferencias significativas entre los valores de los tratados con el solvente y el resto de
grupos experimentales: *p<0,05; **p<0,01, y entre los animales tratados con PGE2 sola o
en asociacion con el SB-366791 ##p<0,01 (ANOVA de unaviaseguidodel test
de Bonferroni).

= Efecto de la inhibicion de la PKA (H-89)

Para determinar si los TRPV1 participan en la hiperalgesia mecanica inducida por
PGE2 mediante su sensibilizacion por la ruta de la PKA, estudiamos los efectos del

H-89, un antagonista de esta quinasa intracelular.
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De manera analoga a los resultados obtenidos con el rojo rutenio o el SB-36679, la
administracion local del H-89 (1 pg) no alteré la respuesta comportamental frente
al estimulo mecanico en animales sin sensibilizacién (Fig. 7a). Sin embargo, la
administracion de este inhibidor de la PKA (0,5-1 pg, i.pl.) en la pata inyectada con
PGE2, aument6 de manera dosis dependiente la latencia de forcejeo al aplicar el

estimulo mecanico (Fig. 7a).

Sin embargo, la administracion de H-89 (1 pg) en la pata contralateral a la

inyeccion de PGE2 no aumenté la latencia de respuesta de los animales (Fig. 7b).

Estos resultados indican que la accion de la PKA en la zona de

administraciéon de la PGE2Z es necesaria para el desarrollo de la hiperalgesia

mecanica.
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Fig. 7 Efecto del inhibidor de PKA H-89 en la hiperalgesia inducida por PGE2 frente a
estimulos mecanicos. Los resultados muestran la latencia de forcejeo al aplicar un
estimulo mecanico de 100 g en la pata ipsilateral a la administracién intraplantar (i.pl.) de
PGE2 0,5 nmol o su solvente, y tratados con distintas dosis de H-89 (0,5; 1 g, i.pl.) o su
solvente (a), y la latencia de forcejeo al aplicar un estimulo mecanico de 100 g en la
pata contralateral a la administraciéon de PGE2 (0,5 nmol, i.pl.) o su solvente, y con H-89 (1
ug, i.pl.) o su solvente (b). Diferencias significativas entre los valores de los tratados con el
solvente y el resto de grupos experimentales: *p<0,05; **p<0,01, y entre
los animales tratados con PGE2 sola o en asociaciéon con el H-89 ##p<0,01 (ANOVA
de una via seguido del test de Bonferroni).
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Discusion

En este estudio mostramos que la eliminacion in vivo de las neuronas TRPV1+ no
altera el dolor nociceptivo frente al estimulo mecanico, pero si frente al estimulo
térmico. Sin embargo, previene la hiperalgesia inducida por PGE2 tanto frente a
estimulos térmicos como mecanicos. Ademas, la hiperalgesia mecanica depende de
la accion de la PKA y es revertida por el antagonismo de los TRP, en concreto por el

antagonismo TRPV1.

Estda ampliamente descrito que los receptores TRPV1 estan presentes
mayoritariamente en neuronas sensoriales pequefias (nociceptores C)
peptidérgicas [1, 2]. Esto encaja con nuestros resultados de inmunohistoquimica,
en los que se aprecia que el marcaje de TRPV1 se localiza en las neuronas de
pequefio calibre. El tratamiento con RTX (50 pg/kg) eliminé completamente esta
poblacién de neuronas TRPV1+ en el DRG, como ha sido previamente descrito

usando esta misma dosis y ruta de administracion [17].

La eliminacién de las neuronas TRPV1+ modificé la latencia de respuesta
frente a un estimulo nociceptivo térmico de alta intensidad (552C), mientras que
no altero6 las respuestas comportamentales inducidas por una estimulacién térmica
de intensidad moderada (422C). Estos resultados concuerdan con el umbral de
activacion de en torno a 432C de los TRPV1 [3], que constituyen el principal
transductor de estimulos térmicos dolorosos de las neuronas C peptidérgicas [3,

18].

Sin embargo, mostramos que la eliminacién de las neuronas TRPV1+, no
alter¢ las respuestas frente a un estimulo nociceptivo mecanico de alta intensidad
(559C). Estos resultados concuerdan con los descritos previamente, en los que el
tratamiento con RTX afecta de manera diferencial a los estimulos sensoriales
térmicos y mecanicos [19]. Nuestros resultados por lo tanto confirman el papel de
las neuronas C peptidérgicas en el dolor frente estimulos térmicos de alta
intensidad pero no mecanicos, e ilustran la especificidad del sistema

somatosensorial en la codificacion de los estimulos sensoriales.

La PGE2 es uno de los sensibilizadores periféricos mas estudiados, y

posiblemente uno de los algdgenos quimicos producidos durante el dolor crénico
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mas relevantes [9]. El tratamiento local con PGE2 indujo un estado de hiperalgesia
tanto frente a estimulos sensoriales térmicos como mecanicos, como se ha

mostrado en diversos estudios previos [10, 20, 21].

La eliminacién de las neuronas sensoriales TRPV1+ elimin6é completamente
la hiperalgesia térmica inducida por PGE2. Lo cual sugiere que las neuronas C
peptidérgicas juegan un papel fundamental en el proceso de hiperalgesia térmica,
como apoyan otros estudios [3, 18]. Curiosamente, la eliminacién de estas
neuronas también eliminé completamente la hiperalgesia mecanica inducida por
PGEZ2. Esto indica que las neuronas C peptidérgicas, durante la sensibilizaciéon por
PGEZ2, son capaces de codificar no sélo para los estimulos térmicos, sino también

para los estimulos mecanicos. Estos resultados no se han descrito previamente.

Ademas, mostramos que el antagonismo farmacolégico de los TRPs, y en
concreto de los TRPV1, es capaz de eliminar la hiperalgesia mecanica inducida por
PGEZ2. Se ha descrito que los antagonistas TRPV1 disminuyen la hipersensibilidad a
los estimulos mecanicos en modelos animales de dolor inflamatorio y canceroso
[revisado por 4]. Nuestros datos sugieren que durante el proceso de
sensibilizacion, la activacion de los TRPV1 juega un papel fundamental para que las
neuronas C peptidérgicas alteren la especificidad de los estimulos que codifican,
siendo capaces en estas circunstancias de ser activadas mediante estimulos
mecanicos, y por lo tanto explicando los efectos de los antagonistas TRPV1 en la

hipersensibilidad mecanica en modelos de dolor crénico.

Por ultimo, hemos explorado el mecanismo intracelular por el cual los
TRPV1 podrian ser sensibilizados contribuyendo al desarrollo de hiperalgesia
mecanica. Para ello nos hemos basado en el mecanismo descrito en la hiperalgesia
térmica inducida por PGE2 por otros autores, en el que la actividad de la PKA juega
un papel fundamental [5, 8]. En este estudio mostramos que la administracién del
inhibidor de la PKA H-89 es capaz de eliminar la hiperalgesia mecanica inducida
por PGE2, indicando que la actividad de esta quinasa es necesaria para la

hipersensibilidad mecanica inducida por PGEZ2.

Se desconoce si otros sensibilizadores periféricos que sensibilizan los

TRPV1, tales como la bradiquinina [5], también podrian alterar la especificidad de
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los estimulos que codifican las neuronas C peptidérgicas, al igual que ocurre con la
sensibilizacion inducida por PGE2 mostrada en este estudio. Ademas, tampoco se
ha explorado si sensibilizadores de otros tipos neuronales, como por ejemplo
agonistas de los receptores P2X3, presentes en nociceptores no peptidérgicos [1,
22, 23], podrian tener un efecto similar. Los nociceptores no peptidérgicos juegan
un papel muy relevante en el dolor nociceptivo frente a estimulos de origen
mecanico, mientras que no participan en el dolor nociceptivo frente a estimulos
térmicos [24]. Sin embargo, se ha descrito que el agonista P2X3 «, 3-metilén-ATP
es capaz de producir hiperalgesia mecanica y térmica [23], por lo que podrian
producir un resultado similar en las neuronas no peptidérgicas al que mostramos
aqui con PGE2 en nociceptores peptidérgicos, aunque usando una maquinaria de
transduccion diferente. Estas hipdtesis merecen ser exploradas en estudios

futuros.

+ ++ Rojo rutenio/
] SB-366791

EPs

mecanica

Fig. 8 Representacion esquematica del mecanismo de accién de la PGE2 en neuronas C
peptidérgicas. La PGE2 se une a receptores de Eicosanoides/Prostanoides (EPs) que estan
acoplados a proteina G y produce la fosforilacion de los receptores TRPV1, principalmente
por la ruta de PKA. Esta fosforilacion de TRPV1 permite la entrada de cationes y produce
una sensibilizacién periférica que contribuye a la hiperalgesia térmica y mecanica. Esta
ruta puede ser interrumpida (y por tanto la hiperalgesia) utilizando un antagonista de
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TRPs (rojo rutenio), un antagonista selectivo de TRPV1 (SB-366791) o por un inhibidor de
la PKA (H-89).

Conclusiones

Nuestros datos indican que las neuronas C peptidérgicas son necesarias para el
dolor nociceptivo frente a estimulos térmicos pero no frente a estimulos
mecanicos. Sin embargo, estas neuronas participan en la hiperalgesia mecanica
inducida por PGE2, mediante la activacion del TRPV1 por la accion de la PKA (Fig.
8). Estos datos apoyan el potencial analgésico de los antagonistas de TRPV1 (mas
alla de frente a estimulaciones térmicas) en situaciones de sensibilizacién del
sistema nociceptivo. Ademas, ilustran la plasticidad del sistema somatosensorial y
abren la puerta a estudios futuros para profundizar en los procesos de

sensibilizacion de los diferentes subtipos de nociceptores.
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CAPITULO 3

Estrategias metodologicas para la
investigacion en genética: Una
aproximacion al conocimiento de las
enfermedades complejas

Bandrés-Ciga S, Duran R, Barrero FJ, Ruz C, Vives F

Resumen

La primera edicion del “libro de la vida” vino con la publicacién de
la secuencia del genoma humano hace 15 afios [1], seguida de la
descripcion de catalogos detallados de variabilidad genética a
través del proyecto HapMap (http://www.hapmap.org). Todo ello
marcé un emocionante punto de partida para el estudio de la
genética de las enfermedades complejas. Como consecuencia, el
desarrollo y la mejora de estrategias metodolégicas para estudiar
el genoma de forma sistematica, rapida y rentable, se ha
convertido en una realidad. En los ultimos afios, el advenimiento
de nuevas tecnologias para la investigacién en genética, ha
revolucionado la forma que tenemos de entender la salud humana

y los mecanismos patogénicos implicados en la enfermedad.

El presente capitulo ofrece una vision actual de la
tecnologia de secuenciacion y genotipado como estrategias
metodoldgicas para el estudio genético, examinando sus ventajas
e inconvenientes respecto a métodos tradicionales. Estas
tecnologias han llevado a la consecucion de logros cientificos
trascendentales, contribuyendo a la resoluciéon de las bases

genéticas de enfermedades complejas.
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Introduccion

Reich y Lander, junto con un numeroso equipo de investigadores, tardaron 13 afios
en descifrar el genoma humano a un coste de 3 mil millones de délares. Hoy en dia,
un genoma humano puede secuenciarse en menos de una semana por alrededor de
1000 dolares. La comunidad cientifica es capaz de desentramar la estructura del
material genético, estudiar a fondo su variacion e interpretar sus efectos sobre el

fenotipo clinico de una manera antes inimaginable.

La aplicacién de nuevas tecnologias ha supuesto un cambio radical en la
investigaciéon en genética. El descubrimiento de genes causantes o loci que
predisponen a enfermedades se esta produciendo a una velocidad sin precedentes.
La invencién y la mejora de los enfoques tecnolégicos, han permitido la
identificacién de mutaciones causalesraras que subyacen a las formas mendelianas
de la enfermedad, a través de tecnologia de secuenciacion, asi como de variantes
de susceptibilidad mediante los llamados estudios de genotipadoa gran escala.
Estos avances han promovido enormemente la capacidad de los cientificos para
identificar nuevas rutas moleculares involucradas en la etiologia de un gran

numero de enfermedades.

El genoma humano diploide estd constituido por alrededor de 6.000
millones de bases de ADN almacenado en 23 pares de cromosomas. Sin embargo,
tan sélo una pequena fraccion de la secuencia total del genoma, llamado exoma, es
codificante y se traducira a proteinas. Aunque hoy en dia el nimero exacto de
genes es todavia desconocido, se cree que existen aproximadamente 21.000 genes
codificadores de proteinas (1% -2%). El resto del genoma no codificante esta
formado por genes que originan ARN, secuencias reguladoras tales como intrones,
y ADN repetitivo en el que la funcién es poco conocida [2].

Con la finalidad de comprender el tipo de estrategia metodoldgica que
debemos emplear para llevar a cabo un estudio genético, a continuaciéon se
abordara de forma general los distintos tipos de variantes genéticas que podemos
encontrar en la molécula de ADN.

Dentro del ADN, existenvarias clases diferentes de variaciones. El tipo mas
comun de variante esla sustitucion de una sola base. Cuando una sustitucion esta

presente en mas del 1% de la poblacion, se conoce como polimorfismo de
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nucleétido simple (SNP) o variante comun. Existen aproximadamente 3 millones
de dichas variantes en el ADN humano, surgiendo cada 1000 pares de bases
aproximadamente. Estas se encuentran a menudo en regiones no codificantes del
genoma y tienen un efecto fenotipico pequefio (odds ratio <1,5). Se piensa que
losSNPs, en su mayoria, confieren riesgo para una determinada enfermedad
alterando la expresién génica de un gen, ya sea modificandola transcripcion,
alterando el splicing, o la localizacion subcelular de la proteina. La variabilidad
deSNPs ha sido ampliamente estudiada en muchas poblaciones étnicamente
diversas mediante iniciativas como la Proyecto Internacional HapMap
(www.hapmap.org). HapMap ha establecido las caracteristicas, patrones de
equilibrio de ligamiento y frecuencias alélicas de SNPs a lo largo del genoma de
individuos procedentes de 4 origenes ancestrales diferentes. El objetivo de esta
iniciativa fue el de crear una base de datos de acceso abierto a la comunidad
investigadora, constituyendo una valiosa herramienta para los estudios de
genotipado a gran escala de los que hablaremos mas adelante
(www.gwascentral.org).

Por otro lado, cuando una sustitucién esta presente en menos del 1% de la
poblacién, se conoce como mutacién o variante rara. Estas variantes suelen tener
profundos efectos fenotipicos, alterando de forma muy deletérea la secuencia de
un gen que codifica a una determinada proteina.

La wvariacibn gendmica también puede ser debida a muiltiples
reorganizaciones estructurales llamadas “Indels”, originadas por inserciones o
deleciones que varian en tamafio, generalmente desde 1 a 1000 pares de bases.
Dichas variantes pueden tener un efecto sustancial sobre dominios esenciales de la
proteina, originando a menudo un cambio en el marco de lectura del ADN y
resultando en una proteina truncada. Inserciones o deleciones de mayor tamafio se
denominan variantes en el nimero de copias (CNVs) y pueden ser tanto comunes

como raras [2].
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Identificacion de variantes comunes asociadas a enfermedades

complejas. Diferentes técnicas y abordajes

Se ha hipotetizado que la presencia de multiples variantes de riesgo comunes
contribuyen sustancialmente a la patogénesis de las formas esporadicas de inicio
tardio de las enfermedades complejas, exhibiendo efectos pequefos.

La investigacion sobre las causas de las enfermedades complejas que
predisponen de forma global a las formas esporadicas, prescindiendo de aquellas
que siguen un patrén de herencia mendeliana clasica, se fundamenta en gran
medida, en los estudios de asociacion caso-control.

El objetivo de estos estudios es analizar y comparar las frecuencias alélicas
de variantes genéticas comunes en un grupo de pacientes con respecto a controles.
Los estudios caso-control que exploran la posible asociacion “SNP-fenotipo”, se
basan principalmente en disefios de “candidate-genes” o genes candidatos y de

“Genome Wide Association (GWAS)” o genotipado a gran escala.

Estudios caso-control de genes candidatos

Hasta aproximadamente una década, el abordaje mas extendido para el estudio de
SNPs asociados a una determinada enfermedad era el estudio de genes candidatos.
Esta metodologia consiste en seleccionar aquellos genes que podrian asociarse a
una enfermedad basandose en la fisiopatologia de ésta y en las rutas moleculares
que se presuponeque podrian tener alguna implicacién en su etiologia. Lo que se
pretende es realizar un genotipado deSNPs representativos de bloques de
haplotipo (conocidos como tagSNPs o SNPs etiqueta) que reflejen sefiales
independientes y, mediante andlisis estadisticos, determinar si existe alguna

asociacién entre las variantes genéticas y un determinado fenotipo clinico.

Sin embargo, este tipo de estudio presenta varias limitaciones. Por un lado, el
seleccionar ciertos genes basandose en hipdtesis generadas a priori, puede dar
lugar a una inclinacion del investigador a buscar diferencias basadas en sus ideas

preconcebidas, detectando falsos positivos. Por otro lado, el hecho de limitarse a
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unos pocos SNPs seleccionados a conciencia, conlleva el dejar de analizar posibles

genes potencialmente implicados en la etiologia de una enfermedad.

Debido a estas limitaciones, en la tltima década, los estudios de genotipado a

gran escala han tomado protagonismo cobrando una gran importancia.

Estudios de asociacion de genoma completo (GWAS)

El concepto de Genome-Wide Association Study (GWAS) fue formulado por
primera vez por Risch y Merikangas [3]. Sin embargo, esta concepcién
metodolégica comenz6 a aplicarse a partir del afio 2005. Un GWAS, a diferencia de
los estudios de genes candidatos, evaltia un gran nimero de casos y controles
mediante el estudio de cientos de miles de SNPs a lo largo de todo el genoma,
utilizando arrays de alto rendimiento [4]. Una de las principales ventajas radica en
que podemos explorar todo el genoma sin tener ningdn conocimiento previo
acerca de la posible implicacion de ciertas regiones en la patogénesis de una
enfermedad. Al igual que en los mencionados estudios de genes candidatos, lo que
se pretende es analizar las frecuencias alélicas de cada una de estas variantes
comunes y compararlas entre el grupo de casos y el grupo de controles, con la
finalidad de detectar alelos o genotipos que estdn sobrerrepresentados en un
grupo frente al otro. Los estudios mediante GWAS representan una forma mucho
mas exhaustiva de estudiar el genoma que los disefios de gen candidato, ya que al

ser un enfoque libre de hipétesis, se evitan los sesgos de ideas preconcebidas.

El primer paso de un GWAS es la seleccion de un grupo caso-control
apropiado. El diagnéstico preciso de los casos, a veces complejo dada la
heterogeneidad clinica de las enfermedades, es un requisito para el éxito de un
GWAS. Por otro lado, el tamafio muestral necesario para detectar asociaciones

significativas debe ser del orden de miles de individuos.

Cabe senalar que el poder para detectar asociaciones para una determinada
variante con una frecuencia alélica y un efecto particular, depende del numero de
casos y controles incluidos en el estudio. En teoria, cuanto mayor sea el tamafo

muestral, mas sensible es la identificacion de variantes con efectos pequefios.
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La seleccion de marcadores apropiados para el genotipadoes también
fundamental. Los patrones de desequilibrio de ligamiento a lo largo del genoma
humano permiten la seleccién de un subconjunto de marcadores informativos que
captan la mayor parte de la variabilidad genética, lo que reduce los costes de
genotipado [5]. Esto implica que el genotipado de unos cientos de miles de SNPs
permite predecir mediante imputacién el genotipo de mas de un millén de

variantes con alta confianza.

Después de realizar el experimento de genotipado, se aplican procedimientos
estrictos decontrol de calidad para asegurar la exclusion de muestras y SNPs que
podrian resultar en asociaciones falsas. Es importante comprobar la presencia de
estratificacion en la poblacién de estudio, ya que a menudo el tipo de alelo de
riesgo y las frecuencias alélicas difieren dependiendo de los origenes étnicos
ancestrales de cada individuo. Posteriormente, la asociacion se lleva a cabo en un
proceso llamado "Fase de descubrimiento”, en la que se requiere ajustar por
diferentes covariables. Debido a la gran cantidad de SNPs analizados, se deben
aplicar penalizaciones estadisticas por comparaciones multiples para evitar falsas
asociaciones que podrian ocurrir por casualidad. Todo ello conlleva a establecer la
significacién en valores de p muy conservadores. La comunidad cientifica, ha
establecido por consenso que el limite para la asociacién significativa a nivel de
GWAS debe ser de 5x10-8. Por este motivo, para alcanzar la potencia estadistica
necesaria, los GWAS requieren aumentar significativamente el numero de

individuos analizados.

Finalmente, para la validacién de los hallazgos, los SNPs que resultan
significativos se genotipan en una segunda muestra independiente. Esta fase se

denomina "Fase de replicacién".

Una asociacion estadisticamente significativa de un determinado marcador
genético implica que o bien éste es la variante de riesgo, o bien esta cerca de ella,
es decir, el alelo para el que hemos encontrado la asociacion puede estar
directamente involucrado en la manifestacién de la enfermedad o puede estar en
desequilibrio de ligamiento con un alelo de susceptibilidad cercano. Con el fin de

evaluar si los marcadores asociados a la enfermedad son realmente causantes o
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son reflejo de las variantes causales, es comin someter los loci asociados a la

resequenciacion profunda y/o al mapeadodetallado de la region [6].

Sin embargo, los GWAS también tienen algunas limitaciones. En primer lugar,
estos enfoques metodolégicos sélo son capaces de estudiar variantes comunes, es
decir, aquellas que aparecen en la poblacién general a una frecuencia superior al
1%. No estan disefiados, y por tanto son ineficientes, a la hora de encontrar

variantes raras que contribuyan a la enfermedad.

En segundo lugar, aunque los GWAS tienen la finalidad de dilucidar posibles
nuevas vias implicadas en la patogénesis de una enfermedad, generalmente
identifican loci no genes. Una sefal positiva de un GWAS no siempre esta dentro de
la unidad funcional conocida de un gen. El principal problema que encierra el
descubrimiento de variantes significativamente asociadas, es la interpretacién del
riesgo en el contexto de la patogénesis de la enfermedad. En la mayoria de las
ocasiones, estas variantes son no codificantes, por lo que no esta claro cudl es el
gen diana y su consecuencia funcional.

A pesar del considerable éxito alcanzado hasta la fecha en el campo de la
genética de las enfermedades complejas, se estima que la heredabilidad explicada
por variantes comunes es en su mayoria desconocida [7]. Se espera que, en los
proximos afios, mega-meta-andlisis de GWAS continden detectando nuevas
asociaciones. Ademas, es probable que podamos detectar nuevas asociaciones
indagando en profundidad en los datos ya generados, y concretamente en las
seflales sub-significativas.

En la era post-gen6émica, los avances en genética seran posibles gracias a la

cooperacion y al espiritu colaborador de Consorcios Internacionales.

Identificacion de variantes raras asociadas a enfermedades complejas.

Diferentes técnicas y abordajes

Se ha hipotetizado que las variantes genéticas raras contribuyen a la etiologia de
las enfermedades complejas, generalmente exhibiendo efectos muy deletéreos.

Estas variantes infrecuentes suelen ser las responsables de casos monogénicos
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familiares y/o esporadicos de inicio temprano. No obstante, recientemente se ha
especulado que una herencia oligogénica de variantes raras de pequefio efecto y
por tanto poco agresivas, podria contribuir a formas esporadicas de inicio tardio

de enfermedades complejas como la enfermedad de Parkinson [8].

Como se ha explicado anteriormente, una de las debilidades de los GWAS es
que Unicamente analizan variantes comunes y no contemplan las variantes
infrecuentes (frecuencia poblacional < 1%), debido a restricciones en el tamafio
muestral de individuos portadores de variantes tan poco comunes. Para la
identificacién de variantes raras que contribuyan al fenotipo clinico de una
determinada enfermedad, los métodos de secuenciacion y analisis de ligamiento

resultan ser los mas apropiados.

Estudios mediante secuenciacion

La secuenciaciéon del ADN en el laboratorio ha sido posible desde 1977, cuando el
método Sanger (secuenciacién de primera generacion) se desarrollé por primera
vez. Sin embargo, esta técnica sigue siendo demasiado laboriosa y costosa para la
secuenciacion rutinaria de multiples genomas. En los tltimos 10 afios, una serie de
nuevas tecnologias de ultima generacion llamadas next-generationsequencingo
secuenciacion masiva paralela, han sustituido la secuenciacion Sanger, reduciendo
significativamente el coste y el tiempo requeridos para llevar a cabo el proceso. Sin
embargo, la secuenciacion Sanger todavia se utiliza para proyectos a menor escala,

y para la validacién de variantes detectadas por next-generationsequencing.

En rasgos generales, el procedimiento experimental y analitico implica los
siguientes pasos. En primer lugar, el ADN se fragmenta por métodos mecanicos o
enzimaticos. A continuacion, se afladen adaptadores especificos a ambos extremos
de cada fragmento de interés, con la finalidad de amplificarse facilmente
empleando Unicamente un par de cebadores, o a través de hibridacion con una
superficie con adaptadores complementarios. Posteriormente, se origina la
secuenciacion masiva paralela de ADN que produce miles de millones de sefiales
fluorescentes. Por ultimo, un software de detecciéon traduce las intensidades de

sefal de luz en las bases que componen el ADN. Finalmente, los datos generados,
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se procesan mediante un analisis complejo que requiere una gran experiencia

bioinformatica.

El primer paso del andlisis bioinformatico es la alineacién del genoma
secuenciado con un conjunto de genomas de referencia. En segundo lugar, la
alineacién de genomas permite, por comparacién, obtener una lista de variantes
presentes en nuestro genoma de estudio a través de un proceso denominado
“variantcalling”. Posteriormente, todas las variantes identificadas se asocian con
diversas informaciones descriptivas, tales como el nombre del gen en el que se
localiza la variante ysu posicién exacta en el genoma, en un proceso denominado

“variantannotation” [9].

A continuacién, para explorar una posible implicaciéon en la enfermedad,
resulta fundamental estudiar la frecuencia de las variantes identificadas en bases
de datos de poblacién general. La interpretacion de los resultados constituye uno
de los mayores desafios del andlisis, por lo que es necesario llevar a cabo una
estrategia de filtrado de multiples etapas para excluir variantes benignas e
irrelevantes. Inicialmente, los datos se comparan con bases de datos publicas como
dbSNP, 1000Genome Project, ExomeVariant Server, ExomeAggregationConsortium
y HapMap, entre otras, para eliminar todas las variantes comunes (frecuencias
alélicas > 1-5%), que se encuentran presentes en la poblacion general y no tendran
un efecto muy deletéreo. Es probable que las bases de datos muy grandes puedan
incluir alelos patégenos presentes en la poblacién general, pero este sesgo es

imposible de controlar.

Un claro ejemplo reside en aquellos individuos portadores de mutaciones
que son demasiado jovenes para expresar la enfermedad, o en aquellos que no
presentan sintomas debido a la penetrancia incompleta de ciertas variantes
patogénicas, asi como los que presentan un fenotipo aparentemente no detectable.
Estos individuos pueden ser secuenciados y sus datos depositados err6neamente
en paneles de referencia. Este hecho puede generar el problema de descartar

variantes genéticas patogenicas [10].

Dentro del proceso de filtrado, resulta fundamental excluir aquellas variantes

que no alteran la secuencia de aminoacidos, no encajan con el modo de herencia de
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la enfermedad (autosémico dominante o recesivo), o0 no se segregan entre los
individuos afectados de una determinada familia. Una vez se dispone de una lista
reducida de posibles variantes, es importante tener en cuenta criterios adicionales.
Por ejemplo, es util explorar el posible dafio funcional generado por el aminoacido
mutado utilizando herramientas in silico. Las predicciones funcionales deben ser
evaluadas usando varias herramientas diferentes y deben tomarse con precaucidn,

ya que a veces podrian no ser muy precisas.

Una opcion adicional es analizar la conservacién evolutiva del nucleétido o
aminodacido diana. Se piensa que los nucledtidos altamente conservados son muy
relevantes para la funcion de la proteina, ya que las variantes deletéreas tienden a
ser eliminadas por seleccién natural. Otra cuestién importante es que la supuesta
variante causante de la enfermedad, debe estar ausente en la poblacién control de
la misma etnia, y la misma variante u otras mutaciones en el mismo gen deben
encontrarse en pacientes independientes o familias con fenotipo similar. Ademas,
si se sabe que el gen se expresa en el 6rgano/s que se ven afectados en la
enfermedad, y ademdas tiene un papel reconocido en una via implicada en la
patologia de estudio, suele ser suficiente para confirmar que la variante esta
potencialmente asociada a la enfermedad. Sin embargo, no es posible atribuir un
papel patogénico Unicamente sobre la base de estos hallazgos. Los estudios
funcionales, llevados a cabo en modelos in vitro e in vivo, son siempre necesarios

para confirmar su funcién patolégica.

Entre las distintas formas de estudiar el genoma mediante secuenciacion, el
presente capitulo abordara con detalle los procesos de secuenciacién completa del
exoma (whole-exomesequencing) y la secuenciaciéon completa del genoma (whole-
genomesequencing), ofreciendo una visidbn general sobre sus ventajas e

inconvenientes con respecto a la secuenciaciéon convencional.
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Secuenciacion completa del exomaversus. Secuenciacion completa

del genoma
La secuenciacion completa del exomaes un método de secuenciaciéon de ultima
generacion que tiene como finalidad determinar la variabilidad genética de todas
las regiones codificantes de genes conocidos. Se estima que alrededor del 85% de
las mutaciones causantes de las enfermedades se localizan en regiones codificantes
y funcionales del genoma [11]. Secuenciar todo el exomatiene el potencial de
descubrir las causas de trastornos raros y monogénicos cuando los individuos
disponibles para el estudio son pocos. Mas recientemente, también se esta
utilizando para explorar tipos de variantes genéticas en funciéon de su frecuencia
(raras, intermedias y comunes) en estudios de casos y controles a gran escala [12].
Una de las principales ventajas de la secuenciaciéon exdnicaes que permite
condensar el tiempo necesario para la identificacién de nuevas mutaciones de afios
a semanas, lo que hace posible aumentar el nimero de muestras a secuenciar,
permitiendo grandes comparaciones basadas en la poblaciéon. También reduce los
costes de secuencia y almacenamiento, y permite analizar una regiéon determinada

con alta profundidad y cobertura.

Sin embargo, también hay ciertas limitaciones que deben ser consideradas.
La secuenciacién completa del exoma, se centra en tan sélo alrededor del 1% del
genoma y se limita a variantes presentes en regiones codificantes y en regiones
desplicing. Ademas, la tecnologia actual no permite detectar con una fiabilidad
absoluta todas las regiones que codifican a proteinas a lo largo de todo el genoma.
Por ejemplo, regiones ricas en GC y homopolimeros (grandes repeticiones del
mismo nucle6tido) son dificiles de secuenciar. Ademads, grandes deleciones,
duplicaciones y reorganizaciones gendmicas, pueden ser obviadas facilmente
debido a las limitaciones de la longitud de lectura de la tecnologia actual. En
ocasiones puede ocurrir que la captura del exoma origine sesgos dando falsos
positivos y negativos. Una forma de reducir esta limitacion es aumentar la
profundidad de cobertura de la reaccién de secuenciacion, lo que implica mayores
costes de en el procedimiento.

Por otra parte, la secuenciacion completa del genomase emplea para

investigar variantes tanto en el 1% del genoma que codifica a proteinas, como en el
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99% de las secuencias restantes no codificantes. Todo ello permite examinar SNPs
y mutaciones, grandes inserciones, duplicaciones y deleciones en las regiones
codificantes y no codificantes del genoma, asi como en regiones reguladoras tales
como promotores. Ademads, la secuenciacion completa del genoma tiene mas
cobertura y es mas fiable, ya que la amplificaciéon por PCR no es necesaria para la
generacion de las librerias, reduciendo el sesgo de la falta de identificacion de
regiones ricas en GC. Ademas, la longitud de lectura no es una limitacién, por lo
tanto, grandes deleciones, duplicaciones y reordenamientos pueden ser

detectados.

La secuenciacion completa del genoma esta generando grandes expectativas,
sin embargo tiene una limitacién importante. El coste es considerable no sélo para
el procedimiento de secuenciacion, sino también para el almacenamiento de datos.
Ademas, la interpretacion de tal cantidad masiva de datos constituye un gran reto.
Por el momento, la secuenciacion del exoma completo, es una "alternativa
temporal” para estudiar la genética de enfermedades complejas. No obstante, en el
futuro se prevee que realizaremos analisis de secuenciacién de genoma completo a

gran escala y que éstos tendran un impacto cientifico sin precedentes.

Analisis de ligamiento

Histéricamente, el andlisis de ligamiento fue el principal instrumento utilizado
para el mapeo de rasgos mendelianos y complejos con agregacion familiar [13].
Cuando muestras bioldgicas de varios individuos afectados de la misma familia
estan disponibles, la region gendmica de interés puede ser investigada mediante la
exploracion de la segregacion familiar a través de ciertos marcadores genéticos. La
identificacién del locus asociado a la enfermedad y de los pocos genes localizados
dentro de dicho locus, es relativamente sencillo cuando la penetrancia es completa.
Lo que se calcula es la probabilidad de que un determinado locus, segregue con la

enfermedad.

Hoy en dia, el analisis de ligamiento vuelve a resurgir como un método muy

util para elucidar la base genética de enfermedades complejas, particularmente
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para la identificacion de variantes raras asociadas a un rasgo con alta penetrancia.
Este enfoque metodologico tiene muchas ventajas en comparacion con los métodos
de secuenciacion. En primer lugar, limita el nimero de genes que tienen que ser
analizados. Ademas, también tiene en cuenta posibles fenocopias y penetrancia
reducida. Sin embargo, el analisis de ligamiento no puede detectar adecuadamente
regiones con un efecto reducido sobre la enfermedad y requiere un nimero
considerable de individuos afectados en una determinada familia. En la actualidad,
varios nuevos genes de susceptibilidad se han identificado utilizando el andlisis de
ligamiento acoplado a la secuenciaciéon de genoma completo [14]. La combinacién
de ambas estrategias metodolédgicas se piensa que sera el método estrella para el

descubrimiento genético en el futuro préximo.

Conclusiones y perspectivas futuras

Comprender los mecanismos patogénicos asociados a una enfermedad, depende
principalmente de encontrar el gen o locus implicado y las variantes asociadas a él.
El estudio de las bases genéticas de una determinada enfermedad contribuye no
s6lo a un mejor conocimiento sobre su etiologia, sino que ademas permite
identificar a los individuos en riesgo de desarrollarla y disefar estrategias
terapéuticas para la cura y la prevencidon. El campo de la genética de las
enfermedades complejas se encuentra en un periodo de rapido descubrimiento,
gracias al advenimiento de las denominadas tecnologias de secuenciaciéon masiva y
de genotipado a gran escala. Estos importantes avances, han facilitado el estudio
de genomas humanos a una velocidad sin precedentes y a un coste cada vez menos

elevado.

Actualmente estas tecnologias estan en proceso de perfeccionamiento, y es
necesario consensuar la mejor manera de manejar estadisticamente las cantidades
tan masivas de datos que generan estos analisis. Sin embargo, en un futuro cercano
se estima que el potencial que encierran estas nuevas concepciones metodologicas,
permita desentramar en su totalidad la arquitectura genética de las enfermedades

complejas.

65



Bandrés-Ciga S, Duran R, Barrero FJ, Ruz C, Vives F

Un estudio exhaustivo de las bases genéticas de las enfermedades complejas,
sera posible gracias a las colaboraciones entre distintos centros, especialmente a
través de la creacibn de Consorcios estables. Los grandes Consorcios
Internacionales, mediante el fomento del espiritu colaborativo, estan aportando
nueva luz en el esclarecimiento del origen de un gran nimero de enfermedades
complejas. Hoy en dia, esta estrategia es imprescindible a la hora de llevar a cabo
investigaciéon de alta calidad cientifica que puedan traducirse en un futuro

beneficio para la sociedad.
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Abstract

It has been widely suggested that genetic factors contribute to the
complex pathogenesis of Parkinson’s disease (PD). Our aim was to
perform a case-control association study by assessing 64 single
nucleotide polymorphisms (SNPs) in 113 individuals with PD and
374 controls from Southern Spain. SNPs were selected from the
following PD-related loci (SNCA, LRRKZ2, PARK2, PINK1, DJ-1,
VPS35, MAPT, GBA, HLA, STK39, ACMSD, GAK). Genotyping was
carried out using Tagman assays in an OpenArray Real-Time PCR
platform. Logistic regression and haplotype analyses were
performed assuming an additive model to test association with
PD.Our study revealed significant differences (adjusted
significance threshold: p=1 x 10-3) for the following SNPs: SNCA
rs2736990-G (OR=1.8, 95% CI [1.3-2.5], p=1 x 104) and SNCA
rs356204-T (OR=1.7, 95% CI [1.3-2.3], p=3 x 104). GBA
haplotypes TTGG and CCAA (rs2990245-rs2049805-rs914615-
rs206698), and the SNCA haplotype TGGT (rs356204-rs356219-
rs2736990-rs356220) were found to be significantly
overrepresented in cases (GBA-TTGG; OR= 2.6, 95% CI [1.1-6.3],
p=4.1x1011; GBA-CCAA; OR=7.7,95% CI [2-29.3], p=1.2x108),
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(SNCA-TGGT; OR=1.4, 95% CI [1-2], p= 6 x 104). In conclusion,
common SNPs in the SNCA and GBA loci are risk factors for

idiopathic PD in the Southern Spanish population.
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Introduction

Although the aetiology of Parkinson’s disease (PD) still remains unclear,
approximately 5-10% of the patients are known to have monogenic forms of the
disease. To date, a considerable number of genes have been associated with both
autosomal dominant and autosomal recessive PD [1]. However, these cannot
explain the aetiology of the vast majority of patients with an apparently sporadic
PD which is thought to result from complex interactions between genes and
environmental factors. Recently, several genome-wide association studies
(GWASs) [2-8] and large scale meta-analyses [9-14] have provided new insight
into the genetic landscape of PD identifying a number of susceptibility loci
considered as risk factors. However, replication studies in independent
populations are absolutely necessary to test the robustness of such association
reports. It has been widely suggested that studies in populations with limited

genetic heterogeneity are valuable for studying the genetic basis of disease [3].

Here we perform a case-control association study to examine the relationship
between single nucleotide polymorphisms (SNPs) in the most significant loci
reported in recent GWAS and the risk of developing PD in a representative and
homogeneous sample from Southern Spain. Moreover, we establish haplotype

analysis to evaluate cumulative effects of multiple SNPs within the same haplotype.

Material and Methods

= Subjects

The study population consisted of 113 PD patients from Southern Spain recruited
in the Movement Disorder Unit of the University Clinical Hospital “San Cecilio” and
the Hospital “Virgen de las Nieves” from Granada (Spain) and 374 healthy subjects
from the same region with no family history of PD. The recruitment of the whole
sample was held between 2006 and 2012. PD was diagnosed by at least two expert
neurologists in the field of movement disorders under the criteria of the UK PD

Society Brain Bank [15]. Controls were extensively assessed to rule out any sign of
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neurological or psychiatric condition, and cognitive impairment was evaluated
using the scale “Screen for Cognitive Impairment in Psychiatry (SCIP)”.
Studies comparing cognitively-impaired individuals to those with adequate
functioning propose a cut-off point of the SCIP at 70, what is associated with a
sensitivity of 87.9 and specificity of 80.6 [16]. None of our control subjects showed
cognitive deterioration. This study was approved by the local ethic committee and

written informed consent was taken from each participant.

= SNPs selection and Genotyping process

64 SNPs were selected from recent reported GWAS or candidate studies in PD-
related genes/loci. Genomic DNA was isolated and purified from peripheral blood
leucocytes or saliva following manufacturer’s protocols (QlJAamp DNA Blood Midi
Kit, QIAGEN; Oragene Kit, DNA Genotek). DNA quantification and quality control
tests were carried out using Nanodrop. Genotyping of selected SNPs was performed
using TagManOpenArray technology (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA)
and subsequent allele assignation using the software Tagmangenotyper v1.2
(Thermo Fisher Scientific). To guarantee the genotyping quality, each array included
negative controls. Stringent quality control criteria were applied to both SNP and
individual data using PLINK 1.07 [17]. SNPs were excluded if they had a missing
genotype rate > 10 % or showed departure from the Hardy-Weinberg equilibrium
(HWE) (p<0.01). Individuals with genotypic data showing a missing rate > 10 %
were also excluded for subsequent analysis. After quality control procedures, 60

SNPs and 487 individuals were finally included in the study.

= Statistical analysis

Each SNP was assessed for HWE in patients and controls separately by using PLINK
1.07. The same statistical package was used to test the association between PD and
the genotyping data by a logistic regression assuming an additive model adjusted by
sex and age. The number of effective-independent tests performed was calculated

with the single nucleotide polymorphism spectral decomposition (SNPSpD) method.
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This method corrects for non-independence of SNPs in linkage disequilibrium (LD)
with each other [18]. The effective number of independent marker loci was 41, and
the experiment-wide significance threshold required to keep type I error rate at 5 %

was 1x10 -3,

Since a small number of SNPs were tested, adjusting for cryptic relatedness
was not possible. However, we studied thoroughly every subject included in the
study and removed individuals from the same family, when applied. Because the
whole-genome genotype data was not available for cases and controls,adjusting for
population sub-stratification could not be performed. Although we assume this
limitation, only Caucasian reported ancestry was taken into account such inclusion

criteria.

In addition to test each SNP individually by a case-control association analysis,
we evaluated cumulative effects of multiple SNPs within the same haplotype
(r2>0.8), by collapsing its effects through haplotype analyses. We estimated the
haplotype frequencies with the standard expectation-maximization algorithm and
performed tests of association based on the distribution of probabilistically inferred
set of haplotypes in cases versus controls. Haplotype- specific odds ratio (OR) and
95 % CI was calculated. Statistical significance was set at p < 0.05 for haplotype

association analysis.

Results

Information on demographic characteristics and clinical data is summarized in
Table 1. None variants deviated significantly from HWE in both groups under study.

SNPs in LD (r2> 0.8) are summarized in Table 2.

Two out of the sixty-four SNPs analyzed were significantly associated with PD
after adjustment (Table 3). We showed that rs2736990 and rs356204 in the SNCA
locus were related to risk for PD. A trend towards association was detected for SNCA
rs356219, a tagging SNP in LD with the last two variants of the SNCAgene, and for
the intronicACMSD rs2166480 variant. We could not establish any other association
with PD for the remaining tested variants. Although rs28903073 (LRRKZ2),
rs11248051 (GAK), rs356220 (SNCA), rs1564282 (GAK) and rs6749447 (STK39)
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were significantly associated with PD in our unadjusted model, they did not surpass

the stringent threshold.

Haplotype analyses identified the GBA haplotypes TTGG and CCAA
(rs2990245-rs2049805-rs914615-rs206698) to be significantly overrepresented in
PD cases versus controls (GBA- TTGG; OR= 2.6,95% CI [1.1-6.3], p= 4.1 x 10-11; GBA-
CCAA; OR= 7.7, 95% CI [2-29.3], p=1.2 x10-%) Similarly, the SNCA haplotype TGGT
(rs356204-rs356219-rs2736990-rs356220) was found to increase significantly the
risk for PD in our cohort (OR=1.4, 95% CI [1- 2], p= 6 x 10-4) (Table 4).

This cohort was previously sequenced for the GBA exons 8-11, identifying a
total of 5 different pathogenic mutations among 19 patients [19]. We performed
extra analyses to explore the relationship between the occurrence of GBA mutations
N370S, E326K, T369M, L444P, D409H and the two GBA risk haplotypes (TTGG and
CCAA) reported in the current work. Our results showed that the two GBA risk
haplotypes are not overrepresented in GBA mutation carriers in comparison with

non-carriers (TTGG: x* = 1.5, p = 0.21; CCAA: x* = 0.24, p = 0.62).

Discussion

The year 1997 marked the starting point for PD genetics with the discovery of
pathogenic mutations in SNCA, encoding a-synuclein. Soon after, a-synuclein was
identified as the major component of Lewy Bodies and the main pathological

hallmark of both familial and idiopathic PD [20].

Interestingly, SNCA is a pleomorphic locus. On one side,deleterious point
mutations as well as duplications and triplications in this gene cause a very severe
early onset form of PD with anautosomal dominant pattern of inheritance [21-24].
On the other side, it has been widely demonstrated that non-coding variability
within this locus confers risk and predisposes to idiopathic PD. The first indication
that SNCA contained risk variants for idiopathic PD, came from the association
between the REP1 polymorphism in the promoter region of the gen and PD [25].
This region is thought to influence gene transcription in both cell lines and in vivo

models [26, 27]. Subsequently, two independent GWAS performed in Caucasian and
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Asian populations revealed a significant association of SNPs in intron 4 and the
3'untranslated region of SNCA, and PD risk [6, 7]. Therefore, it is assumed that there
are at least two distinct and independent regions at the SNCA locus that contain

common variants altering risk for disease.

Recently, severalmeta-analysis of GWAS with larger patient-control cohorts,
have undoubtedly tested such associations [2-8], and our case-control study also
confirms these findings, providing strong support for the susceptibility role of SNCA

in individuals affected with PD from Southern Spain.

We found an association between rs2736990 and rs356204, both in the intron
4 of SNCA, and PD pathogenesis.Similarly, previous studies showed that rs2736990-
G allele increases the risk for PD in Caucasian and Japanese populations [2, 7, 28]. In
concordance with the literature, SNCA rs356204-T allele was also linked to PD [29].
Although this non-coding SNP only showed a trend toward significance in our study,
it has been associated with PD in two previous case-control studies conducted in
Norway [30], USA [31], and in a large multicentre case-control study [32]. Moreover,
when evaluated cumulative effects of multiple SNPs within the same SNCA

haplotype, we also found an increasing risk for PD in the TGGT haplotype carriers.

As documented above, we could not establish any other association between
the remaining SNPs and PD since they did not surpassed our stringent adjustment.
We are confident that the signals we detected as significant in an unadjusted model
might represent a true association with PD. As these loci are PD confirmed risk
factors and our cohort under study is homogeneous, the adjusted threshold could
have underestimated our results. In fact, haplotype analyses combining dependent
effects of variants in LD revealed association with PD at the GBA locus, which could

not be detected when focusing on single independent effects.

GBA encodes the lysosomal enzyme glucocerebrosidase. The interest in GBA as
a causative factor for PD started after clinical observations in the 1990s of
heterozygous GBA carriers who developed parkinsonian symptoms [33]. It has been
shown that approximately 5-10% of PD patients carry a genetic risk variant in GB4,
and current data suggest that heterozygote states confer a cumulative risk of

developing PD of up to 30% by age 80 years [34], being the most important genetic
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predisposing risk factor for the development of PD identified to date. GBA carriers
exhibit an autosomal-dominant pattern of inheritance with incomplete penetrance

and its prevalence varies among populations.

The present study identified two risk haplotypes at this locus. However, we did
not find differences after examining the proportion of the two significant GBA risk
haplotypes between GBAcarriersof mutations N370S, E326K, T369M, L444P, D409H
and non-carriers. Our results suggest thatthese two haplotypes confer PD risk

independently to the occurrence of carrying certain GBA mutations.

Several mechanisms correlate GBA and SNCA with PD pathogenesis. It seems
that loss of glucocerebrosidase activity results in glucosylceramide accumulation,
decreased lysosomal degradation and subsequent accumulation of a-synuclein,
which in turn impairsglucocerebrosidase trafficking from endoplasmatic reticulum
and Golgi to lysosomes [35]. This positive feedback loop was proposed to lead to
neurodegeneration in PD through a loss-of-function mechanism. However,
overexpression of several GBA mutants in cultured cell lines also resulted in o-

synuclein accumulation, suggesting a gain-of function mechanism [36].

According to these findings, genetic defects in SNCA and GBAare involved on
neurodegeneration also in PD patients from Southern Spain.We stress the
importance of developingneuroprotective and disease-modifying therapeutic
strategies aimed at restoring protein impaired metabolism and lysosomal activity in

PD.

Conclusions

In conclusion, our report represents a case-control assessment of the Southern
Spanish population in PD genetics.We replicate the association of common variants
at the GBA and SNCAloci with PD etiology, reinforcingthe previous notion that
bothloci play a key role in the genetic susceptibility for idiopathic PD.
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Declaration of Helsinki. All participants completed a questionnaire and informed

consent that has been approved by the ethics committee.
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Table 1: Demographic and clinical characteristics of the individuals under

study
Cases Controls
Age 61.19£12 60.1 +11.6
Female:Male 43:70 154:220
H&Y n (%) F:M AAO DD
score
I 29(25.6) 10:19 62.38+12.12 35.34+29.8
11 50(44.3) 20:30 63.84+9.99 52.14+41.34
III 28(24.8) 9:19 55.58+11.90 126.85+£86.77
IV 6(5.3) 4:02 59.50+15.41 153.17+120.4

0

F:M: Female, Male. AAO: Age at onset, DD: Disease duration (months), H&Y: Hoehn and

Yahr score (index of disease severity).
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Table 2: SNPs under linkage disequilibrium (LD)

Distance Rsquare DPrime

SNCA rs356204 rs2736990 14999 1.000 1.000

rs356220 rs356219 3739 1.000 1.000

rs3857052  rs11931074 4342 1.000 1.000

rs7684318  rs3857052 11146 1.000 1.000

rs7684318  rs11931074 15488 1.000 1.000

GAK rs11248051 rs1564282 6019 1.000 1.000

GBAP1;GBA rs2990245  rs2049805 2482 1.000 1.000

rs2990245  rs914615 21570 0.872 1.000

rs2990245  rs2066981 25083 0.842 1.000

rs914615 rs2066981 3513 0.966 1.000

rs914615 rs2049805 19088 0.872 1.000

rs2066981  rs2049805 22601 0.842 1.000

LRRK2 rs10784522 rs10878405 1889 0.965 1.000

GBA;FAM189B rs11264345 rs9628662 6783 1.000 1.000

rs11264345 rs1045253 11889 0.928 1.000

rs9628662  rs1045253 5106 0.928 1.000

PARK2 rs17573347 rs17651866 8681 1.000 1.000

Table 3: Results of association analysis of the top SNPs and PD

CHR SNP Gene BP A1/A2 OR(95%Cl) 195 US5 p-add Cases  Controls

(UNAD))
*4 2736990 SNCA 40653510 A/G 1.85 135 256 0.0001491 0.5825  0.4234
*4  rs356204  SNCA 90663542 T/C 1.75 129 239 0.0003334 0.5664  0.4236
4  rs356219  SNCA 90637601 G/A 18 126 257 0001148 048  0.3259
2 rs2166480 ACMSD 135637338 G/A 1.69 123 233 0.001317 045  0.3425
12 rs28903073 LRRK2 90678541 G/A 10.16 211 53.80 0.004209 0.02703 0.002695
4 rs11248051  GAK 858332 T/C 1.9 118 3.09 0.00889 0.1339 0.07609
4  rs356220  SNCA 90641340 T/C 1.52 116 3.01 0.01588  0.4545 0.3411
4  rs1564282 GAK 852313 T/C 1.86 1.08 215 0.01027 0.1372 0.079%5
2 rs6749447  STK39 169041386 G/T 1.369 099 189 005896 0.3839  0.3147

CHR: Chromosome, SNP: Single nucleotide polymorphism, BP: Base pair position, A1/A2: Alleles,
OR: Odds ratio, 95%CI: 95% Confidence interval, L95, U95: lower/upper intervals, p-add
(UNAD]J):unadjusted p value under an additive model.

* SNPs significantly associated with PD after adjustment for the SNP spectral decomposition

method,** OR values refer to Allele A1.
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Table 4: Estimated SNCA/GBA haplotype frequencies in cases and controls

Locus Haplotype F_A F_U OR d p-value SNPs

SNCA TGGT 0.45 0.32 1,4  (1-2) 0.0006 A

GBA TTGG 0.08 3.2E-02 2.6 (1.1-6.3) 4,1E-11 B
CCAA 0.06 1.4E-02 7.7 (2-29.3) 1,2E-08 C

F_A: Freq in cases; F_U: Freq in controls; OR: Odds ratio; 95 % CI: 95 % Confidence
Interval; SNPs: Single nucleotide polymorphisms forming the different haplotypes. A:
rs356204, rs356219, rs2736990, rs356220; B: rs2990245, rs2049805, rs914615,
rs2066981; C: rs2990245, rs2049805, rs914615, rs2066981
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CAPITULO 5

Evaluacion y seguimiento mediante
electrorretinografia multifocal de pacientes
con cese  del tratamiento  con
hidroxicloroquina

Ruiz-Ortega J, Saez-Moreno JA, Rodriguez-Ferrer JM

Resumen

Introducciéon. La toxicidad por hidroxicloroquina (HCQ) se
caracteriza por una maculopatia bilateral con escotomas
paracentrales y que, en el examen fundoscépico, presenta un
caracteristico anillo de despigmentacidn del epitelio pigmentario
de la retina parafoveal, rodeado por un halo de hiperpigmentacion
denominada “ojo de buey” Si la exposicion a la droga continua, el
area afectada puede avanzar hasta la févea con pérdida de la
agudeza visual y en casos mas avanzados llegar a afectar a toda la
retina con pérdida de vision periférica y vision nocturna.
Objetivo. Estudiar la evolucion de la actividad funcional de la
retina mediante electrorretinograma multifocal (ERGmf) de
pacientes a los que se les ha retirado el tratamiento con HCQ por
sospecha de toxicidad retiniana.

Métodos. En nueve pacientes tratados con HCQ por diversas
enfermedades autoinmunes, se compararon los resultados
obtenidos en un ERGmf realizado antes (basal) y otro 4-18 meses

después (seguimiento) de la retirada del tratamiento con HCQ.
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Resultados. De las dieciocho retinas estudiadas, en un grupo de
doce se observo en el ERGmf de seguimiento un aumento en la
densidad eléctrica, mientras que en el resto disminuyé. En ambos
grupos los efectos fueron mayores en la regién central, anillo 1,
del ERGmf. En seis pacientes los resultados del ERGmf de
seguimiento confirmaron la existencia de una toxicidad por HCQ.
En cambio, en los tres restantes el segundo ERGmf no permitié
descartar otras interpretaciones, como la progresién de los
efectos en la retina de la enfermedad de base.

Conclusiones. En seis pacientes, el ERGmf de seguimiento
confirmé la existencia de retinopatia temprana por HCQ y la
adecuada retirada del farmaco. En los tres pacientes restantes, el
ERGmf de seguimiento no confirmé la existencia de retinopatia,
por lo que en ellos seria aconsejable mantener el seguimiento
mediante ERGmf de la evolucién de sus retinas y reconsiderar, en
su caso, la reintroduccién de la HCQ. Los resultados obtenidos
muestran la utilidad del seguimiento con ERGmf de los pacientes a

los que se les ha retirado el tratamiento con HCQ.
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Introduccion

La hidroxicloroquina (HCQ), junto con la cloroquina, forma parte de los llamados
farmacos antipaluadicos, por su uso inicialmente para el tratamiento de la malaria.
Estos farmacos han demostrado, también, ser utiles para el tratamiento de algunas
enfermedades del tejido conectivo de naturaleza autoinmune como el lupus

eritematoso sistémico, la artritis reumatoide, el sindrome de Sjogren y otras [1].

Los antimalaricos son medicamentos bien tolerados y mas seguros que otros
utilizados en la artritis reumatoide o el lupus, como la D-penicilamina, el
metotrexato o la azatioprina. La HCQ ha demostrado tener menos efectos téxicos
que la cloroquina que ha quedado en desuso. Esto se puede atribuir a la adiciéon
del grupo hidroxilo que limita la capacidad de la HCQ de atravesar la barrera

hematorretiniana [2].

Hidroxicloroquina y toxicidad retiniana

La HCQ tiene efectos adversos tales como malestar gastrointestinal, erupcion
cutanea, dolor de cabeza, pero el efecto secundario mas importante es su toxicidad
retiniana, con posible pérdida permanente de vision [3]. La toxicidad retiniana por
HCQ tiene una baja incidencia. Se ha estimado que la toxicidad se da entre un

0,08% aun 0,38% de pacientes que toman dicho farmaco [4, 5].

La toxicidad por HCQ se caracteriza por una maculopatia bilateral con
escotomas paracentrales y que, en el examen fundoscépico, presenta un
caracteristico anillo de despigmentacién del epitelio pigmentario de la retina
parafoveal, rodeado por un halo de hiperpigmentacion (Fig. 1) denominada “ojo de
buey” [6]. En esta fase, los pacientes pueden referir una visiéon excelente. Si la
exposicion a la droga continua, el area afectada puede avanzar hasta la févea con
pérdida de la agudeza visual y en casos mas avanzados llegar a afectar a toda la
retina con pérdida de vision periférica y vision nocturna. Frecuentemente la
maculopatia en “ojo de buey” es irreversible, e incluso el deterioro avanza una vez
se ha dejado de tomar el farmaco [3]. En casos severos de retinopatia por HCQ es

decir, los casos con dafio en el epitelio pigmentario de la retina y de “ojo de buey”
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visible, hay una progresion constante de la retinopatia durante al menos 3 afios

después de la retirada del farmaco [7].

Figura 1. Retinografia con autofluorescencia de un paciente tratado con HCQ. Las flechas
indican la maculopatia en “ojo de buey”

La patogénesis de la retinopatia por HCQ aun no ha sido bien establecida. Se
sugiere que el mecanismo de la toxicidad puede ser analogo al de la cloroquina, por
su estructura quimica y de las caracteristicas de la retinopatia [1]. Estos farmacos
se concentran en el epitelio pigmentario retiniano, se unen a la melanina y
permanecen alli por periodos de tiempo prolongados [8]. Se ha propuesto que las
células del epitelio pigmentario llenas de cloroquina migran y se acumulan en la
capa nuclear y plexiforme externa de la retina, produciéndose una alteracion del
metabolismo del epitelio pigmentario y de su actividad fagocitica de los restos del
segmento externo de los fotorreceptores. Esto conlleva finalmente a la
degeneraciéon de estos fotorreceptores [9]. En cambio, estudios en animales
sostienen que primero hay una alteraciéon en la membrana citoplasmatica de las
células ganglionares de la retina y de los fotorreceptores, y después es cuando se

afecta al epitelio pigmentario de la retina [8]. Ademas de la acumulacién
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prolongada en la retina de la HCQ, su eliminacién continiia meses después de la
suspension y, aunque en concentraciones muy bajas, puede ser detectable en la

sangre un afio después [7].

Factores de riesgo

La toxicidad por HCQ tiene como factores de riesgo la dosis diaria y acumulada, la
duracién del tratamiento, la existencia de patologias renales, hepatica o retiniana y

la edad.

De todos los factores de riesgo anteriormente mencionados, la dosis diaria de
HCQ es el que mas influye en el desarrollo de la retinopatia. Se considera como
dosis de riesgo una ingesta diaria mayor de 6.5 mg/kg de peso ideal, ya que dosis
superiores se asocian a un incremento significativo de casos de toxicidad por HCQ
[3]. Es importante tener en cuenta el peso ideal, libre de grasa o magro, ala hora de
calcular la dosis correcta porque solo una pequena parte del farmaco se acumula
en grasa, cerebro y hueso [10]. Esto es especialmente importante en pacientes
con baja estatura y con obesidad, ya que es probable que se le prescriban dosis
mayores si solo se atienden al peso actual o no se tiene en cuenta la estatura [11].
En cuanto a la dosis acumulada, la mayoria de los casos de toxicidad han ocurrido
en pacientes con una dosis acumulada de 1000 g. Por lo que dosis superiores a esta
cantidad se considera un factor de riesgo [3]. Sin embargo, existen estudios que
muestran que pacientes que recibieron entre 1054 y 3923 g de HCQ no
desarrollaron la retinopatia [12]. En relaciéon con la duracién del tratamiento, se
ha mostrado que en tratamientos inferiores a 5 afios es improbable el desarrollo
de retinopatia y, por el contrario, que en tratamientos de duracién entre 5y 7 afios
la incidencia de retinopatia sube al 1% [13]. Por ello se considera como factor de

riesgo tratamientos superiores a los 5 afios de duracion [3].

El rifion y el higado son los responsables de la excrecion del 60% del
metabolismo de la HCQ. Las patologias en estos drganos incrementan la retencion
tisular del farmaco, por lo que aumenta el riesgo de toxicidad. Por otra parte,

pacientes con enfermedad retiniana concomitante son considerados como de alto
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riesgo. Para muchos autores, la maculopatia es una contraindicacién en el
tratamiento de HCQ porque enmascara los signos de toxicidad temprana y hace
imposible su deteccién [3]. Los pacientes con mas edad son mas susceptibles a los
efectos toxicos de la HCQ. Esto es debido al mal funcionamiento del epitelio
pigmentario y a una reduccidn del aclaramiento del firmaco que incrementa su
acumulacién [14]. En un estudio con 47 sujetos de edades entre 28 y 34 afos e
historial de tratamiento con HCQ, ninguno de los pacientes menores de 60 afios
desarrollaron la retinopatia, mientras que 13 pacientes con mas de 60 anos de
edad si la desarrollaron [12]. Finalmente, se ha sugerido que individuos con una

mutacién en el gen ABCR pueden estar predispuestos a la toxicidad [15].

Deteccion temprana de la retinopatia por HCQ

Los dafios que se producen en una toxicidad por HCQ establecida son irreversibles,
carecen de tratamiento, y pueden continuar empeorando aun cuando se
interrumpa el tratamiento. En cambio, el reconocimiento temprano del efecto
toxico de la HCQ, antes de que aparezca una alteracion visible en el fondo de ojo,
minimizard en gran medida su progresion y el riesgo de pérdida visual [7, 16]. Por
ello, en pacientes con factores de riesgo, se recomienda llevar a cabo un despistaje
0 screening para detectar los signos tempranos de dafio paracentral retiniano

antes del desarrollo de una retinopatia en “ojo de buey”.

Para una deteccion temprana de la toxicidad por HCQ, la Academia Americana
de Oftalmologia recomienda la perimetria 10-2; y la realizacién de al menos dos de
las siguientes pruebas objetivas, como la autofluorescencia de fondo de ojo, la
tomografia de coherencia 6ptica de dominio espectral y la electrorretinografia

multifocal [3].

En la perimetria 10-2 de Humphrey, la toxicidad temprana por HCQ se
caracteriza por la existencia de escotomas paracentrales aislados, que pueden
aumentar y formar una anillo parafoveal completo [3]. Por su parte, la
autofluorescencia de fondo de ojo, en el estadio inicial de la toxicidad se

caracteriza por un fino anillo paracentral de autofluorescencia aumentada [17, 18].
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La tomografia de coherencia éptica de dominio espectral, que permite obtener
imagenes de corte de la retina, ofrece datos cuantitativos de la misma, como el
grosor de sus capas. En la toxicidad temprana por HCQ, esta técnica muestra la
existencia de una ruptura de la linea de conjuncién del segmento interno/externo
de los fotorreceptores en la region parafoveal [19-21]. Finalmente, la
electrorretinografia multifocal es la técnica de analisis objetivo del estado
funcional de la retina que se propone como la mas adecuada para la deteccion

temprana de la toxicidad por HCQ.

Electrorretinografia multifocal

La electrorretinografia multifocal desarrollada en 1992 por Sutter y Tran [22]
consiste en la estimulacion local simultanea de 61 6 103 areas diferentes en los 30
grados centrales de la retina con una matriz en forma de damero hexagonal
alternante (Fig. 2). El estimulo se presenta en una pantalla de luminancia constante
dividida en 61 6 103 hexagonos, de mayor superficie cuanto mas periféricos, que
alternan del blanco al negro de forma pseudorrandonizada. Los trazados que se
obtienen en el electrorretinograma multifocal (ERGmf) no son respuestas directas
de cada regiéon de la retina, sino de inferencias matemadticas a través de una
funcién de correlacién cruzada entre la sefial obtenida y el patrén que aparece en
la pantalla. A cada uno de los elementos hexagonales de la matriz el algoritmo les
atribuye en el primer orden de correlacién (kernel 1) una onda trifasica
denominada N1-P1-N2, producida por la respuesta de los fotorreceptores y células
bipolares. De esta onda, habitualmente se analizan sus dos primeros componentes,
la onda negativa N1 y la positiva P1. Relacionando la intensidad del campo
eléctrico, medida por la amplitud en nV de la onda P1, de cada uno de los puntos de
estimulacién con la superficie de cada hexdgono se obtiene la densidad eléctrica
del campo para cada area. Los valores se representan habitualmente en una grafica
tridimensional. A diferencia de las técnicas electrofisiologicas precedentes, la
electrorretinografia multifocal permite la obtencion de un mapa topografico con la
actividad eléctrica de cada una de las zonas estimuladas por los distintos

hexagonos utilizados [22, 23]. En el andlisis de datos, los hexagonos se agrupan de
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manera caracteristica en anillos concéntricos que muestran los valores promedio
de las ondas N1-P1 que los componen. Con la electrorretinografia multifocal puede
valorarse la funcién de todas las capas de la retina y se ha propuesto su uso en el
diagnodstico y seguimiento de diversas patologias retinianas como maculopatias,
enfermedades de las capas externa e interna retinianas y afecciones de las células

ganglionares y de la via dptica [24].
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Figura 2. (A) Estimulo utilizado y que consiste en una matriz de 61 hexagonos, que se
alternan del blanco al negro de forma aleatoria. (B) Angulo visual que el estimulo
subtiende en la retina. (C) Diagrama de los 61 hexagonos con el nimero de anillo al que
pertenecen. (D) Promedio de las ondas N1 y P1 de cada anillo. (E) ERGmf normal donde se
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muestran los 61 trazados y en (F) su correspondiente representacién tridimensional de la
densidad eléctrica.

La electrorretinografia multifocal es especialmente util para el estudio de la
toxicidad por HCQ, ya que permite una evaluacion objetiva de la funcién visual,
puede detectar cambios funcionales en la macula que no se puede encontrar en un
test de agudeza visual y puede detectar cambios funcionales tempranos en la
retina [25]. Estos cambios funcionales preceden a los estructurales como los
observados en la tomografia de coherencia dptica de dominio espectral [26]. En
estudios comparativos, la electrorretinografia multifocal ha demostrado tener
mayor sensibilidad que la perimetria 10-2 o la tomografia de coherencia 6ptica en

la deteccidn de la toxicidad [27].

En la fase inicial de la toxicidad por HCQ, el ERGmf muestra una pérdida de
densidad eléctrica en algunas de las celdillas parafoveolares que conforman el
anillo 2 del ERGmf [28, 29]. Si la toxicidad avanza, se incrementa el nimero de
celdillas de baja amplitud hasta alterarse la totalidad de ellas. Si no cesa la toma del
farmaco, las densidades eléctricas del area central y del area parafoveolar se
igualan [30]. En este momento las alteraciones funcionales tienen escasa
probabilidad de ser reversibles y las anomalias del ERGmf se extienden
bilateralmente al polo posterior de la retina [31]. En un reciente estudio, se sugiere
que la retinopatia parafoveolar no es el dnico signo distintivo de toxicidad
temprana por HCQ. En algunos pacientes, sobretodo asiaticos, se ha observado en
fase temprana patrones de afectacion pericentral de los anillos 4 y 5 o de

afectacion mixta parafoveolar y pericentral [32].

Por todo lo anterior, la electrorretinografia multifocal es la técnica mas
adecuada para la deteccion temprana de la toxicidad por HCQ. La informacién
aportada por dicha técnica es clave en la decision de retirar el tratamiento con HCQ

a los pacientes, asi como en el seguimiento de los mismos.

El objetivo del presente trabajo ha sido estudiar la evolucion de la actividad
funcional de la retina mediante electrorretinografia multifocal de pacientes a los

que se les ha retirado el tratamiento con HCQ por sospecha de toxicidad retiniana.
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Metodologia

Todos los pacientes del estudio han sido atendidos en el Servicio de
Neurofisiologia Clinica del Hospital Universitario San Cecilio de Granada (HUSC).
Se estudiaron sus historias clinicas, prestando especial atencién a los datos sobre
su enfermedad de base, presencia o no de disfuncién renal o hepatica,
antecedentes de patologia retiniana, fecha de inicio y de retirada del tratamiento

con HCQ, dosis diaria de HCQ, sintomas visuales y causa de la retirada del fArmaco.

La evaluacion de la retina mediante electrorretinografia multifocal (Diagnosys
LLC, Lowell MA, USA) fue realizada en el Laboratorio de Neurociencia Visual y
Cognitiva del Instituto de Neurociencias de la Universidad de Granada, siguiendo
las recomendaciones de la International Society for Clinical Electrophysiology of
Vision. Cada electrorretinografia multifocal consisti6 en la obtencién de 61

registros, que para su andlisis se agruparon en 5 anillos concéntricos (Figura 2).

De cada paciente, se han analizado los datos obtenidos en los dos ERGmf
realizados. Uno en el momento de la retirada del tratamiento con HCQ, que
denominaremos ERGmf basal, y el realizado tras la retirada del tratamiento con
HCQ y que denominaremos ERGmf de seguimiento. De los ERGmf estudiados se
analizaron los valores de latencia N1 y P1 y la densidad P1 de los cinco anillos que

la componen y se compararon los resultados obtenidos en ambos registros.

Para el analisis estadistico de datos se utiliz6 el test Shapiro-Wilk como test de
normalidad para las muestras, la prueba T-Student para muestras paramétricos y
la de Mann-Whitney para las no paramétricas. Se utilizé el paquete estadistico

SPSS versién 15.0 (SPSS Inc., Chicago).

Resultados

Todos los pacientes son mujeres, con una edad media (* desviacion tipica) de
45,89 + 13,83 afios. La indicacién del tratamiento con HCQ incluyen el lupus
eritematoso sistémico (n = 2), conectivopatia indiferenciada (n = 3), artritis
reumatoide (n = 1), lupus eritematoso discoide (n = 1) y sindrome de Sjogren (n =

2). En tres casos se diagnostico un sindrome de Sjogren secundario. En el conjunto
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de los pacientes, el tiempo de tratamiento con HCQ es de 4,26 * 3,37 afios de
media y la dosis diaria y acumulada de dicho farmaco es de 270,58 * 80,58 mg y
438,31 +* 479,83 g de media, respectivamente. Tres de los pacientes referian

pérdida de vision en el tiempo en el que se realizé el ERGmf basal.

En la paciente 1 la HCQ fue retirada tras la deteccidn por su oftalmélogo de una
maculopatia en “ojo de buey”, y que se muestra en la figura 1, y por los hallazgos
del ERGmf basal. En las 8 pacientes restantes, el tratamiento con HCQ se retir6 tras
las alteraciones observadas en el ERGmf basal realizado, y que variaron de
disminuciones de la densidad de P1 localizadas en areas paramaculares y centrales
a disminuciones generalizadas en toda la retina. El tiempo medio entre el ERGmf
basal y el de seguimiento fue de 10,09 + 4,99 meses, con un rango entre 4 y 18

meses.

Teniendo en cuenta la densidad del anillo 1, se establecieron dos grupos
experimentales: un grupo formado por 12 retinas en las que hubo un aumento de
densidad del anillo 1 en el ERGmf de seguimiento, comparado con el ERGmf basal y
un segundo grupo, formado por 6 retinas en las que se observé una disminuciéon de
dicha densidad. En adelante, estos dos grupos se denominardn grupo de aumento

y de disminucion de densidad P1, respectivamente.

Como se muestra en la figura 3, en el grupo de aumento de densidad, en el
ERGmf de seguimiento se observaron aumentos de la densidad P1 en todos los
anillos. Este aumento fue significativo en los anillos 1 (P = 0,0002) y 2 (P = 0,03).
En el grupo de disminucidn, se observaron descensos de densidad en todos los
anillos, siendo significativos en los anillos 1 (P = 0,006), 2 (P =0,026) y 5 (P =
0,018). En cuanto a las latencias N1 y P1 no se encontraron diferencias
significativas entre el ERGmf basal y de seguimiento en ninguno de los anillos de

ambos grupos experimentales
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Figura 3. Porcentajes de cambio en la densidad P1 tras la retirada del tratamiento con
HCQ. Barras claras grupo de aumento de amplitud de P1. Barra oscuras, grupo de
disminuciéon de amplitud. Cada barra representa la media + error estandar. *P < 0,05, **P
<0,01, ***P<0,001.

En la figura 4 se muestran, a modo de ejemplo, los ERGmf basal y de
seguimiento de una paciente que pertenece al grupo de aumento y los de una del

grupo de disminucion, respectivamente.

La edad media de ambos grupos experimentales fue similar, 47,42 + 15,25 afios
para el grupo de aumento y 44,50 * 10,07 afios para el de descenso. Aun cuando
sin llegar a la significacion estadistica, el grupo de aumento mostro, frente al de
descenso, menor numero de afios de tratamiento (3,17 * 2,46 vs 6,44 + 3,81 afios)
y menor dosis diaria (242,26 + 52,32 vs 327,24 + 97,77 mg) y acumulada (266,37
198,86 vs 794,60 + 586,07 g) de HCQ (P = 0,9).
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Figura 4. Izquierda (A) ERGmf basal y (B) ERGmf de seguimiento del ojo izquierdo de la
paciente 1, que perteneciente al grupo de aumento de densidad. El ERGmf de seguimiento
fue realizado a los 12 meses de la retirada de la HCQ. En (C) se muestra la variacién en
porcentaje de los valores de amplitud P1 y latencias N1 y P1 del ERGmf de seguimiento
respecto del ERGmf basal. Derecha. (A) ERGmf basal y (B) ERGmf de seguimiento del ojo
izquierdo de la paciente 6, perteneciente al grupo de disminucién de densidad. E1 ERGmf
de seguimiento fue realizado a los 6 meses de la retirada de la HCQ. En (C) se muestra la
variacion en porcentaje de los valores de amplitud P1 y latencias N1 y P1 del ERGmf de
seguimiento respecto del ERGmf basal.

Discusion
Todas las pacientes incluidas en el presente trabajo han sido derivadas a nuestro

laboratorio por sus especialistas bajo la sospecha de toxicidad retiniana por HCQ, a

excepcion de un caso de toxicidad cierta detectada por su oftalmologo al observar,
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en una exploracion fundoscépica de control, la presencia de maculopatia en “ojo

de buey” y que corresponde a la paciente 1 de nuestro estudio.

En el primer ERGmf realizado, o basal, todas las pacientes mostraron
disminucién en la densidad eléctrica de la onda P1 en ambas retinas. La
disminucién de densidad eléctrica en las respuestas vario, entre los casos, desde
una afectacion preferente en los anillos centrales 1 y 2, que corresponden a la
region macular de la retina, a una disminucion de densidad en todos los anillos del
registro. Estas alteraciones del ERGmf sustentan las sospechas de sus médicos de
la presencia de una toxicidad por HCQ [29-31], por lo que se acord6 con ellos el

cese del tratamiento con HCQ.

La decisién de interrumpir el tratamiento con HCQ es muy trascendente,
porque supone que al paciente hay que administrarle una medicacion alternativa
que a veces conlleva un peor control de su enfermedad y efectos secundarios
indeseables [27]. No obstante, los datos del ERGmf basal obtenidos en todas las
pacientes apoyan la retirada de la HCQ. En beneficio del paciente y para confirmar
y mantener la decisién tomada, pasados unos meses, se realizé un segundo ERGmf,
o de seguimiento, con el objeto de ver la evolucion de las retinas tras la retirada de
la HCQ. Los meses transcurridos entre el ERGmf basal y el de seguimiento variaron
entre 4 y 18 meses, segin los pacientes, en funcién de su disponibilidad y del

interés nuestro por evaluar en diferentes tiempos los efectos de dicha medida.

De los cinco anillos que componen el ERGmf, el anillo 1 o foveal es el que
menos se afecta por problemas de refraccién [33]. Esto, junto con su trascendencia
funcional al ser responsable de la agudeza visual, determin6 que los dos grupos
experimentales en los que se dividieron las retinas estudiadas se organizaran en
funcién de los resultados obtenidos en la densidad eléctrica de la onda P1 en este

anillo.

Tras la retirada del tratamiento con HCQ, de las 18 retinas estudiadas, 12
mostraron en el ERGmf de seguimiento un aumento en la densidad del anillo 1. En
la mayoria de las mismas, el incremento de densidad también se observo en el
resto de los anillos. Por ello, analizados en conjunto, el grupo de aumento presenta

incrementos en los cinco anillos, siendo significativo en los anillos centrales 1y 2.
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Estos resultados concuerdan con estudios previos que muestran que en casos de
toxicidad temprana la pérdida de la repuesta de densidad puede ser reversible [33-
35]. En la mejora de la respuesta retiniana observada en este grupo puede influir
el hecho de que ninguno de las pacientes que lo componen supero las dosis diaria
ni acumulada de riesgo, que son dos de los factores mas determinantes en la
toxicidad [36], y s6lo en dos casos se superaron los cinco afios de tratamiento. En
la paciente 9, la recuperacion de la respuesta retiniana fue observada a los cuatro
meses tras la retirada de la HCQ, un tiempo significativamente menor que los dos
afios requeridos para constatar mejoras estructurales tras el cese del tratamiento
[7]. Esto indica que la recuperacion de las alteraciones funcionales y estructurales

producidas por la HCQ siguen patrones temporales diferentes.

En las restantes 6 retinas, el ERGmf de seguimiento mostré respecto del basal
una disminucion de densidad en el anillo 1 y, en la mayoria de los casos, en el resto
de los anillos. Esto puede deberse bien a un efecto téxico de la HCQ que, debido a
su acumulacién en el epitelio pigmentario de la retina, puede continuar tras su
retirada [31, 37], o a la enfermedad de base del paciente. En nuestro caso, cuatro
de las retinas que disminuyeron su respuesta pertenecen a las pacientes 6 y 7. En
la paciente 6, con signos claros de afectacion predominante macular en el ERGmf
basal (Fig. 4), la evolucién negativa tras la retirada de la HCQ es mas probable que
se deba a la progresién del efecto toxico por su permanencia en el epitelio
pigmentario de la retina [31]. En cambio, en la paciente 7, que en el ERGmf basal
mostré como alteracién predominante una disminucion leve de densidad en los 5
anillos de ambos ojos, puede que su evolucién negativa tras la retirada de la HCQ

se deba mas al avance de su enfermedad de base, al estar ahora peor tratada.

En las pacientes 2 y 5, la retirada de la HCQ produjo efectos diferentes en
ambos ojos observandose un aumento de densidad en un ojo y una disminucién en
el otro. Los efectos téxicos de la HCQ se caracterizan por ser bilaterales [1, 3] por
lo que la interpretacion de los resultados en estas dos pacientes es mas dificil y
apunta bien a una toxicidad temprana que no ha culminado en ambos ojos, 0 a un
efecto secundario farmacologico de la HCQ, que no puede considerarse
propiamente como toxicidad, pero que altera los valores del ERGmf como han

mostrado estudios previos [38]. La primera interpretacion parece mas adecuada
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en el caso de la paciente 2, ya que el ERGmf basal mostraba cambios concordantes
con toxicidad por HCQ, como una pérdida de densidad importante en el anillo 1 de
ambos ojos. En cambio en la paciente 5, las alteraciones del ERGmf basal eran mas
difusas y con mayor afectaciéon en ojo el derecho, por lo que los cambios duales
observados tras la retirada de la HCQ pueden deberse a su efecto farmacolégico y

no téxico sobre la retina.

En estas cuatro pacientes (2, 5, 6 y 7) seria conveniente realizar un segundo
ERGmf de seguimiento para observar a mas largo plazo la evolucién de dichas
retinas. Con ello, se podria reconsiderar la reintroduccién o no del tratamiento con
HCQ en dosis mas bajas, especialmente en las pacientes 5 y 7 donde el ERGmf de
seguimiento realizado ha introducido dudas sobre la existencia de toxicidad
temprana en las mismas. Por otra parte, en estos casos dificiles, la ayuda de
técnicas complementarias como la tomografia de coherencia dptica es aconsejable

[39].

Como se ilustra en la figura 3, el porcentaje de incremento de la densidad en el
anillo 1 en el grupo de aumento duplica al de descenso de dicho anillo en el grupo
de disminucién. Esto puede deberse a que los pacientes que mejoran los valores de
densidad del ERGmf tras la retirada de la HCQ, se encuentran en una fase temprana
de afectacién del anillo 1 o foveal. De manera que el efecto téxico de la HCQ sobre
este anillo es revertido mas facilmente. En este sentido, es ilustrativo el caso de la
paciente 1, con degeneracién irreversible en “ojo de buey“ paramacular, lo que
corresponderia al anillo 2 del ERGmf. Tras 12 meses de retirada de la HCQ se
observo una mejora en los valores de densidad del anillo 1 superior al 50% en los

dos ojos, mientras que los valores del anillo 2 permanecieron sin cambio.

Aun cuando no se encontraron diferencias significativas entre los grupos de
aumento y disminucién de la densidad en cuanto la duracién del tratamiento con
HCQ o las dosis diarias y acumuladas de la misma, y de acuerdo con evidencias
previas [3] el grupo de disminucion, o que empeoran, lo integran pacientes con

mas afios de tratamiento y con mayores dosis diarias y acumuladas de HCQ.

A diferencia de los resultados obtenidos con la densidad eléctrica de las

respuestas del ERGmf, los cambios observados en las latencias N1 y P1 no fueron
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significativos en ningun anillo de los dos grupos experimentales. Esto, esta de
acuerdo con datos previos [38], e indica que la HCQ afecta mas a la densidad
eléctrica de las respuestas del ERGmf que a los tiempos de culminacion de las

ondas N1y P1 que lo componen.

En resumen, de las nueve pacientes estudiadas, ocho muestran alteraciones en
el ERGmf basal que sugieren en mayor o menor medida la existencia de una
toxicidad retiniana por HCQ en fase temprana y la restante presenta toxicidad
cierta en “ojo de buey”. En cinco de ellas la retirada de la HCQ mejoro6 la actividad
electrofisioldgica de ambas retinas, lo que confirmaria la sospecha previa de
toxicidad por HCQ, y en dos de ellas las empeoré. De estas dos, la evolucion
negativa en una sugiere la existencia de un efecto téxico prolongado por
acumulacién retiniana del farmaco. En cambio en la otra paciente, y en base a las
caracteristicas del ERGmf basal, no se puede descartar que su evolucion negativa
tras la retirada de la HCQ sea debida a un empeoramiento de su enfermedad de
base. Finalmente, en las dos pacientes restantes, el cese del tratamiento con HCQ
produjo efectos opuestos en las dos retinas, lo que puede indicar que los hallazgos

del ERGmf basal se deban mas a un efecto farmacolégico que téxico de la HCQ.

Conclusiones

Los resultados obtenidos muestran: (i) en seis pacientes, el ERGmf de seguimiento
confirmo la existencia de retinopatia temprana por HCQ y la adecuada retirada del
farmaco. (ii) En los tres pacientes restantes, el ERGmf de seguimiento no confirmé
la existencia de retinopatia, por lo que en ellos seria aconsejable mantener el
seguimiento mediante ERGmf de la evolucién de sus retinas y reconsiderar, en su
caso, la reintroduccion de la HCQ. (iii) Los resultados obtenidos muestran la
utilidad del seguimiento con ERGmf de los pacientes a los que se les ha retirado el

tratamiento con HCQ.

103



Ruiz-Ortega J, Sdez-Moreno JA, Rodriguez-Ferrer JM

Bibliografia

1.

Yam JCS, Kwok AKH. (2006). Ocular toxicity of hydroxychloroquine. Hong
Kong Med J. 12:294-304.

Raines MF, Bhargava SK, Rosen ES. (1989). The blood-retinal barrier in
chloroquine retinopathy. Invest Ophthalmol Vis Sci. 30:1726-1731.

Marmor MF, Kellner U, Lai TY, Melles RB, Mieler WF. (2016). American
Academy of Ophthalmology Recommendations on screening for chloroquine

and hydroxychloroquine retinopathy. Ophthalmology. 123:1386-1394.

Levy GD, Munz SJ, Paschal ], Cohen HB, Pince K], Peterson T. (1997). Incidence
of hydroxychloroquine retinopathy in 1,207 patients in a large multicenter

outpatient practice. Arthritis Rheum. 40:1482-1486.

Mavrikakis 1, Sfikakis PP, Mavrikakis E, et al. (2003). The incidence of
irreversible retinal toxicity in patients treated with hydroxychloroquine: a

reappraisal. Ophthalmology. 2003; 110:1321-1326.

Elder M, Rahman AMA, McLay ]. (2006). Early paracentral visual field loss in
patients taking hydroxychloroquine. Arch Ophthalmol. 124:1729-1733.

Marmor MF, Hu J. (2014). Effect of Disease Stage on Progression of
Hydroxychloroquine Retinopathy. JAMA Ophthalmol. 132:1105-1112.

104



Capitulo 5: Evaluacion y sequimiento mediante electrorretinografia multifocal de pacientes
con cese del tratamiento con hidroxicloroquina

8. Rosenthal RA, Kolb H, Bergsma D, Huxsoll D, Hopkins JL. (1978). Chloroquine
retinopathy in the rhesus monkey. Invest Ophthalmol Vis Sci. 17:1158-1175.

9. Bernstein HN, Ginsberg ]. (1964). The pathology of chloroquine retinopathy.
Arch Ophthalmol. 71:238-245.

10. Mackenzie AH. (1983). Dose refinements in long-term therapy of rheumatoid
arthritis with antimalarials. Am ] Med. 75:40-45.

11. Easterbrook M. (2002). Screening for antimalarial toxicity: current concepts.

Can ] Ophthalmol. 37:325-328.

12.Johnson MW, Vine AK. (1987). Hydroxychloroquine therapy in massive total
doses without retinal toxicity. Am ] Ophthalmol. 104:139-144.

13.Wolfe F, Marmor MF. (2010). Rates and predictors of hydroxychloroquine
retinal toxicity in patients with rheumatoid arthritis and systemic lupus

erythematosus. Arthritis Care Res. 62:775-784.

14.Falcone PM, Paolini L, Lou PL. (1993). Hydroxychloroquine toxicity despite
normal dose therapy. Ann Ophthalmol. 25:385-388.

15. Shroyer NF, Lewis RA, Lupski JR. (2001). Analysis of the ABCR (ABCA4) gene in
4-aminoquinoline retinopathy: 1is retinal toxicity by chloroquine and
hydroxychloroquine related to Stargardt disease? Am ] Ophthalmol. 131:761-
766.

105



Ruiz-Ortega J, Sdez-Moreno JA, Rodriguez-Ferrer JM

16.Saez Moreno JA, Dominguez Hidalgo C, Rodriguez-Ferrer JM. (2015). Multifocal
ERG Guiding Therapy in a Case of Hydroxychloroquine Premaculopathy. Case
Reports in Ophthalmological Medicine 2015. DOI:10.1155/2015/656928.

17.Kellner U, Renner AB, Tillack H. (2006). Fundus autofluorescence and mfERG
for early detection of retinal alterations in patients usin

chloroquine/hydroxychloroquine. Invest Ophthalmol Vis Sci. 47:3531-3538.

18.Kelmenson AT, Brar VS, Murthy RK, Chalam KV. (2009). Fundus
autofluorescence and spectral domain optical coherence tomography in early

detection of Plaquenil maculopathy. Eur ] Ophthalmol. 20:785-788.

19. Chen E, Brown DM, Benz MS, et al. (2010). Spectral domain optical coherence
tomography as an effective screening test for hydroxychloroquine retinopathy

(the “flying saucer” sign). Clin Ophthmalmol. 4:1151-1158.

20. Stepien KE, Han DP, Schell ], Godara P, Rha ], Carroll ]. (2009). Spectral domain
optical coherence tomography and adaptive optics may detect
hydroxychloroquine retinal toxicity before symptomatic vision loss. Trans

Am Ophthalmol Soc. 107:28-33.

21.Rodriguez-Padilla JA, Hedges TR, Monson B, et al. (2007). High-speed ultra-
high-resolution optical coherence tomography findings in hydroxychloroquine

retinopathy. Arch Ophthalmol. 125:775-780.

22.Sutter EE, Tran D. (1992). The field topography of ERG components in man-I.
The photopic luminance response. Vis Res. 32:433-446.

106



Capitulo 5: Evaluacion y sequimiento mediante electrorretinografia multifocal de pacientes

con cese del tratamiento con hidroxicloroquina

23.Sutter EE. (2001). Imaging visual function with the multifocal m-sequence

technique. Vision Res. 41:1241-1255.

24.Hood DC, Odel ]G, Chen CS, Winn BJ. (2003). The multifocal electroretinogram. ]
Neuro-ophthalmol. 23:225-235.

25.Tsang AC, Ahmadi Pirshahid S, Virgili G, Gottlieb CC, Hamilton ], Coupland SG.
(2005). Hydroxychloro-quine and chloroquine retinopathy: a systematic
review evaluating the multifocal electroretinogram as a screening test.

Ophthalmology. 122:1239-1251.

26. Greenstein VC, Amaro-Quireza L, Abraham ES, Ramachandran R, Tsang SH,
Hood DC. (2015). A comparison of structural and functional changes in
patients screened for hydroxychloroquine retinopathy. Doc Ophthalmol.
130:13-23.

27.Browning DJ, Lee C. (2014). Relative sensitivity an specificity of 10-2 visual
fields, multifocal electroretinography, and spectral domain optical coherence
tomography in detecting hydroxychloroquine and chloroquine retinopathy.

Clin Ophthalmol. 8:1389-1399.

28. Debellemaniere G, Flores M, Tumahai P, et al. (2015). Assessment of parafoveal
cone density in patients taking hydroxychloroquine in the absence of clinically

documented retinal toxicity. Acta Ophthal. doi:10.1111/a0s.12728.

29.Marmor MF. (2012). Comparison of screening procedures in

hydroxychloroquine toxicity. Arch Ophthalmol. 130:461-469.

107


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Tsang%20AC%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=25824328
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Ahmadi%20Pirshahid%20S%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=25824328
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Virgili%20G%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=25824328
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Gottlieb%20CC%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=25824328
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Hamilton%20J%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=25824328
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Coupland%20SG%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=25824328

Ruiz-Ortega J, Sdez-Moreno JA, Rodriguez-Ferrer JM

30.Raster M, Horn F, Junemann A, et al. (2011). Retinal disorders in northern
Brazilian patients treated with chloroquine assessed by multifocal ERG. Doc

Ophthalmol. 122:77-86.

31. Michaelides M, Stover NB, Francis P], Weleber RG. (2011). Retinal toxicity
associated with hydroxychloroquine and chloroquine: risk factors, screening,

and progression despite cessation of therapy. Arch Ophthalmol. 129:30-39.

32.Melles RB, Marmor MF. (2015). Pericentral Retinopathy and Racial Differences
in Hydroxychloroquine Toxicity. Ophthalmology. 122:110-116.

33.Lyons ]S, Severns ML. (2009). Using multifocal ERG ring ratios to detect and
follow plaquenil toxicity: a review. Doc Ophthalmol. 118:29-36.

34.Maturi RJ, Yu M, Weleber RG. (2004). Multifocal Electroretinographic
Evaluation of Long-term Hydroxychloroquine Users. Arch Ophthalmol.
122:973-981.

35.Moschos MN, Moschos MM, Apostolopoulos M, Mallias JA, Bouros Ch,
Theodossiadis GP. (2004). Assessing hydroxychloroquine toxicity by the
multifocal ERG. Documenta Ophthalmologica. 108:47-53.

36.Rodriguez-Ferrer |M, Saez-Moreno JA, Rodriguez-Hurtado FJ]. (2014).
Retinopatia por hidroxicloroquina: nuevas evidencias y recomendaciones.

Actual Med. 99:86-92.

108



Capitulo 5: Evaluacion y sequimiento mediante electrorretinografia multifocal de pacientes
con cese del tratamiento con hidroxicloroquina

37.Ferreras A, Pinilla I, Abecia E, Pajarin AB, Honrubia FM. (2007). Retinal toxicity
following chloroquine therapy. Arch Soc Esp Oftalmol. 82:103-108.

38.Lai TY, Chan WM, Li H, Lai RY, Lam DS. (2005). Multifocal electroretinographic
changes in patients receiving hydroxychloroquine therapy. Am ] Ophthalmol.
140:794-807.

39. Cukras C, Huynh N, Vitale S, Wong WT, Ferris FL, Sieving PA. (2015). Subjective
and Objective Screening Tests for Hydroxychloroquine Toxicity.

Ophthalmology. 122:356-366.

109






CAPITULO 6

Neuronas espejo

Figueroa-Arenas D, Rodriguez-Ferrer JM

Resumen

Las neuronas espejo fueron descritas por Rizzolatti en los afios 90
en la corteza premotora del cerebro del mono. Estas neuronas
tienen como principal caracteristica el que se activan cuando el
primate realiza una accion y también cuando observa la
realizacion de dicha accion por un congénere. De ahi, el nombre de
neuronas espejo. Mediante técnicas de neuroimagen se ha
comprobado la existencia de estas neuronas también en el cerebro
humano. Las neuronas espejo han supuesto un gran
descubrimiento en el campo de la neurociencia ya que estan
implicadas en diversos procesos mentales como la comprensiéon
motora, el habla, la imitacién y las emociones. Las neuronas espejo
intervienen también en los procesos de neuro-rehabilitacion, y sus
alteraciones parecen ser uno de los principales factores que

intervienen en el desarrollo del autismo.
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Introduccion

Las neuronas espejo fueron descubiertas por Rizzolatti y colaboradores a
mediados de los afios 90 del siglo pasado en el I6bulo frontal, en la parte ventral de
la corteza premotora del primate, denominada como zona o area F5 (Fig. 1). Esta
zona cortical, situada detras de los campos frontales oculares, esta implicada en
funciones visomotoras. La gran mayoria de las neuronas espejo se situan en la

region F5c [1, 2].

~a -

Figura 1. Imagen del cerebro del mono rhesus en la que se muestra la localizacién del area
F5 situada en el 16bulo frontal en donde se encuentraron por primera vez las neuronas
espejo. Estas neuronas junto con las encontradas en el l6bulo parietal inferior (LPI)
forman el sistema tronto-parietal de neuronas espejo del primate. A la izquierda se
muestra una imagen aumentada con las regiones del area F5. Las neuronas espejo se
encuentran en su mayoria en la regiéon F5c. La region F5p contiene a las “canonical
neurons”. FEF: campos frontales oculares. Modificado de Rizzolatti y cols [2].

Las neuronas espejo tienen ese nombre porque se activan cuando el mono
realiza una accién y también cuando observa la realizacién por parte de otra
persona de una actividad igual a la que €l habia realizado [3, 4]. En el area F5 se
encontraron también otras neuronas que respondian a la presentacién 3D de un
objeto, pero no necesitaban una accién para ser activadas. Estas neuronas se

denominaron canonical neurons y estan situadas en la region F5p [5].
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En base a las diferencias funcionales observadas entre las neuronas espejo,
éstas se han clasificado en dos tipos: neuronas espejo estrictas y neuronas espejo
amplias [4]. Las neuronas espejo estrictas se activan cuando tanto el observador
como el sujeto que ejecuta la accién realizan el mismo acto motor, con el mismo
objetivo y de la misma forma para llegar al objetivo. Esta clase de neuronas
representan 1/3 de las neuronas espejo que podemos encontrar en la zona F5. En
cambio, las neuronas espejo amplias sélo necesitan similitud entre el acto motor
observado y el realizado y representan 2/3 de las neuronas espejo de la zona F5
[4]. Por otra parte, diversos estudios han demostrado la existencia de otro sistema
de neuronas espejo situado en la zona inferior del l6bulo parietal, dentro y por
debajo del surco intraparietal [6].

Las neuronas espejo funcionan mediante mecanismos de imitacién
complejos que requieren altas capacidades cognitivas. Hasta el momento, sélo se
ha demostrado su presencia en monos, simios y humanos y en el cerebro de

algunos pajaros [7].

Neuronas espejo en el ser humano

Las primeras evidencias acerca de la existencia en humanos de neuronas parecidas
a las neuronas espejo de los primates se pueden encontrar ya en estudios de los
afios 50 [8, 9]. En estos estudios se observé una desincronizacion del ritmo mu, la
cual no solamente ocurria cuando el sujeto realizaba la accién objeto de estudio,
sino que también ocurria cuando observaba la realizacién de la misma.

Mas recientemente y mediante técnicas de neuroimagen y estimulacion
magnética transcraneal se han obtenido un gran ndmero de evidencias que avalan
la presencia de un sistema de neuronas espejo en el ser humano y que demuestran
la activacion de la corteza prefrontal motora y de zonas parietales inferiores tanto
durante la observacién como con la ejecuciéon de actos motores. Sin embargo, el
estudio de Mukamel y colaboradores [10], publicado en 2010, ha sido el primero
en obtener evidencia directa de la existencia de las neuronas espejo en el ser
humano.

Se han localizado diferentes zonas de neuronas espejo en el cerebro

humano, situadas en la parte ventral del cortex premotor y parte caudal del giro
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frontal y parte inferior del 16bulo parietal, e involucradas en el reconocimiento de
las acciones [11]. También se ha descrito un sistema de neuronas espejo
denominado limbico, situado en la regién de la insula y en circunvolucién
cingulada anterior, responsable de las emociones y del comportamiento afectivo
[11,12].

Neuronas espejo y comprension motora

Actualmente, se sugiere que los circuitos visomotores frontoparietales estan
relacionados con el entendimiento de los objetivos de un acto motor llevado a cabo
por una persona en un momento. En estos circuitos, las neuronas espejo son
fundamentales a la hora de la comprension de una accién motora llevada a cabo
por un congénere o por el experimentador, aun cuando no son los Unicos
mecanismos implicados en ello [13].

Este papel de comprension motora de las neuronas espejo se ha revelado
utilizando dos estrategias experimentales. En la primera, el primate esta en una
condiciéon de observaciéon completa. Es decir, ve por completo todas las acciones
que realiza el investigador. En la segunda, el mono sélo ve la mano del
experimentador a través de una pantalla y se pierde la parte final del movimiento,
la cual es la relacionada con el acto motor [14].

En estos estudios se observéd que aproximadamente la mitad de las
neuronas espejo en el mono se veifan activadas en la segunda condicién. Y mas
importante aun, si el primate tiene suficientes pistas de la actividad que se esta
llevando a cabo, sus neuronas espejo van a formar una representacion de ésta,
incluso sin ver toda la accién. [14]. Esto también se puede observar en la
organizacion de los actos motores en monos, en cadena, es decir paso a paso.
Sucede que gracias a las neuronas espejo, el primate es capaz de comprender y
completar la accién sin la necesidad de ver todos los pasos de los que consta esta
cadena [15]. Lo cual demuestra la teoria de que estas neuronas se encargan de la
comprension de una accion. En el primate, el sistema de neuronas espejo se ha
mostrado para acciones que presentan relacion con la observacion y ejecucion de

actos motores relacionados con la mano y la boca [3, 4, 16].
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Diversos estudios han dado pruebas fehacientes de que el sistema fronto-
parietal del ser humano codifica las acciones motoras. Asi, en el estudio de Gazzola
y colaboradores [17] en el cual se instaba a los participantes a observar una serie
de imagenes tanto de un brazo robotico, como de un brazo humano agarrando un
objeto, se observd la activacién de este sistema en ambas condiciones. En otros
estudios, el experimento fue llevado a cabo con personas que carecian tanto de
brazos como de piernas [15, 18, 19]. En comparaciéon con sujetos normales, se
observo que en pacientes que nunca habian realizado actos motores con las manos,
se les activaba las dareas fronto-parietales de neuronas espejo gracias a la
observacidn de estas tareas las cuales nunca habian realizado.

De igual modo que en el mono, las neuronas espejo actdan a la hora de la
comprension de una accién llevada a cabo por otra persona y de la intencién de la
misma [20]. Lo cual nos indica que las neuronas espejo son fundamentales para
comprender acciones realizadas por otras personas relacionadas con actividades
cotidianas. Diversos estudios han mostrado que a mayor grado de entrenamiento
en la realizacion de un acto motor, mas fuerte es la activacion en las neuronas
espejo al observar a otro realizando dicha actividad [15, 21-23].

En el ser humano, los comportamientos relacionados con la imitacién se
encuentran presentes en los primeros dias de vida. No obstante, estos
comportamientos iniciales no estan relacionadas con las neuronas espejo ya que su
actividad aparece a partir de los 6 meses [24].

En resumen, el descubrimiento de los diversos sistemas de neuronas espejo
en humanos han mostrado que las funciones de imitacién, observacién y
prediccién son atribuibles a las mismas. Esto provoca una ruptura parcial con la
concepcion clasica de que estas funciones eran solo atribuibles a procesos

mentales superiores generales no especificos [25].

Neuronas espejo en el habla

El lenguaje humano que en su inicio so6lo se realizaban onomatopeyas evolucion6
hasta el lenguaje actual donde los significados se relacionan mediante estructuras
complejas con items léxicos y palabras organizados en sistemas sintacticos. La
comunicacion por el lenguaje requiere algo mas que la simple emision de sonidos

[26, 27].
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El lenguaje es un proceso cerebral gradual y consta de una serie de procesos
que implican la capacidad de comprender determinados movimientos familiares
implicados en el mismo. En segundo lugar el reconocimiento de acciones complejas
y en tercer lugar la existencia de diversos mecanismos complejos de imitacién
[28].

En el ser humano el sistema de neuronas espejo también se ha encontrado
en el area de Broca, que incluye al area 44 de Brodmann, [29, 30] y que es la
principal area cortical del habla. En experimentos en los que se le pidié a los
sujetos que escucharan atentamente una serie de palabras, unas conllevaban un
movimiento de lengua y otras no, se observé un aumento de actividad de los
potenciales motores evocados en las palabras que incluian movimientos de la
lengua. Lo cual nos indica la presencia de un sistema espejo encargado de
transformar los fonemas que oimos en su correspondiente engrama motor,
responsable del mismo sonido [31].

En monos, parece que se activa este mismo sistema pero cuando se oye
romperse un cacahuete. Este sonido lleva también consigo un acto motor y de la
comprension de este acto motor se encargan las neuronas espejo.

En el lenguaje, la gran mayoria las palabras o de las acciones relacionadas
con el fonema estan desvinculadas [1, 15]. Lo cual sugiere que el siguiente paso
l6gico en la evolucion del lenguaje es la transformacién del significado de un gesto
a su relacién con el significado del sonido que se emite. Por lo cual, tanto mano
como brazo han de estar conectados a nivel neural con los diferentes gestos que se
realizan a la hora del habla. Esto se ha probado en un gran nimero de estudios
realizados con estimulacién magnética transcraneal, se muestra un aumento de
actividad en la corteza motora relacionada con la mano, cuando se lee y se habla.
[15]. Este efecto se encuentra limitado al hemisferio izquierdo.

Diversos estudios apoyan la teoria de un sustrato neural comdn entre mano
y habla. Gentilucci y colaboradores [32], pidieron a voluntarios que pronunciaran
una silaba, (por ejemplo, Gu o Ga), en lugar de una simple apertura de boca.
Encontraron que la apertura de la boca a la hora de pronunciar estas silabas era
mayor cuando las personas sujetaban un objeto. Al mismo tiempo se analizo, el
registro vocal y se comprobd que el pico de decibelios se producia cuando se

sujetaba el objeto.
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La influencia de sujetar objetos no solamente afecta al ejecutor, también
afecta al observador del acto. Gentilucci [33] pidié a voluntarios la vocalizacién de
una serie de silabas (por ejemplo, Ba o Ga) mientras observaban a otro individuo
coger objetos de diversos tamafios. Se observé un aumento en el tono y en la
apertura labial del observador cuando el individuo se disponia a agarrar el objeto.
Con estos datos se puede observar como los movimientos bucales y manuales
estan conectados, incluyendo también movimientos orolaringeos necesarios para

la produccion del habla [34].

Neuronas espejo e imitacion

Dentro de la gama de movimientos motores que presenta el ser humano estan los
movimientos transitivos. Que son aquellos que van dirigidos a un objetivo
especifico, como alargar el brazo para agarrar una taza. El entendimiento de estos
actos los lleva a cabo las neuronas espejo que nos dan ademas claves para
comprender el mecanismo basico de la imitacién [1].

El término imitacién, ha sido definido de multiples formas, sin embargo dos
de ellas pueden ser consideradas como las mas comunes: (i) la imitacién es la
capacidad que presenta un individuo de imitar un acto motor llevado a cabo por
otra persona mediante la observacion [35]. (ii) La imitacién es la capacidad de
adquisicién de un acto motor, mediante la observacién y usar este acto motor de la
misma forma que la persona de la cual ha sido observado [36]. Es importante
remarcar que en ambos casos la imitacién requiere de la capacidad de transformar
actos sensoriales en actos motores [1].

La evidencia de que las neuronas espejo estan involucradas en la imitacion,
se muestra mediante estudios con resonancia magnética funcional, en donde los
voluntarios eran enfrentados a dos condiciones: “observacién” y “observacion-
ejecucion”. En base a los movimientos de los dedos, se obtuvo mayor activacién en
las tareas de imitacién [37]. La activacidn cerebral en el proceso de la imitacion se
produce a nivel del giro frontal inferior y en el area de Broca cuando la accion a
imitar presenta un objetivo especifico [34]. Este mecanismo de imitacién se
encuentra segmentado en dos partes. El primer paso es la divisién de la accién
motora a imitar y su correlacion a gesto motor por parte del observador, esto es

llevado a cabo por el sistema de neuronas espejo. La segunda parte es una
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organizacion de estos movimientos y actos motores a nivel espacial y temporal
para que el observador sea capaz de llevarlo a cabo. Esto se produce especialmente
en el area 46 de Brodmann de la corteza prefrontal [1].

En el principio de la vida, los nifios tienden a imitar el comportamiento
como un espejo es decir en sentido contrario al del observador. Se observa que la
zona frontal inferior de las neuronas espejo se activan de una manera mas fuerte
que cuando se imita de la manera correcta por ejemplo, al levantar la mano
izquierda el imitador levanta también su mano izquierda. Esto nos lleva a la
conclusion de que las neuronas espejo en lo relacionado con la imitacién presentan
una mayor influencia en las etapas tempranas de la vida.

En el sistema de imitacion en el que participan las neuronas espejo,
interviene la informaciéon visual procedente de la parte superior del l6bulo
temporal y los componentes motores parietales y frontales que definen el acto

motor que estamos imitando [38].

Neuronas espejo y emociones

Aun cuando no hay un acuerdo total con respecto a cudles son las emociones
primarias, algunos autores las categorizan en 5 apartados: amor, felicidad, enfado,
tristeza y miedo [1]. Para otros como Darwin, el asco es una emocién bdsica
presente en todos los seres humanos [39]. Las emociones nos sirven para
comprender a las personas que nos rodean, puesto que pueden ser expresadas de
multiples formas, muecas, posturas corporales, etc.

La imitaciéon no solamente se produce a nivel motérico, sino que también
ocurre de forma automadtica cuando estamos interactuando a nivel social y
emocional [40]. Esto se denomina efecto camale6én [41]. Las personas que tienden
a imitar a otras suelen ser personas mas empaticas, por lo que las neuronas espejo
se han involucrado en la empatia. La empatia requiere una serie de
procesamientos emocionales y la implicacion del sistema limbico [40]. Y se
fundamenta en hacer un sentimiento vivenciado por otro como propio, a través de
la transformacion de informacion visual. Las neuronas espejo serian uno de los
sistemas cerebrales que nos ayudarian al proceso de la empatia [42].

El sistema de neuronas espejo y el sistema limbico, especialmente la

amigdala, se encuentran anatémicamente conectadas por la insula [43]. La insula
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es una estructura compleja formada por dos regiones funcionales: una secciéon
anterior y una seccidn posterior. La seccidn anterior recibe informacion visual de
la parte superior del I6bulo temporal asi como de estructuras centrales olfativas y
gustativas, e interviene en el control de las respuestas autonémicas y viscerales.
Mientras la parte posterior recibe informacién auditiva, somatosensorial y de
zonas premotoras [1].

La observaciéon e imitaciéon de caras las cuales expresan algun tipo de
emocién provoca la activacién de todo el sistema de neuronas espejo, asi como de
la insula y de la amigdala. Gracias a una serie de estudios de imagen cerebral [44]
se vio que en humanos la observacion de expresiones faciales relacionadas con
disgusto provoca una activaciéon en la parte anterior de la insula y en la zona
anterior del cértex cingulado, que también forma parte del sistema limbico.

También se ha observado activacién de la parte anterior de la insula y del
cortex cingular anterior en situaciones relacionadas con el dolor [45, 46]. Esto se
comprobd gracias a un estudio en el cual se presentan dos condiciones. En la
primera, los participantes eran expuestos a un dolor de mediana intensidad
producido en su mano. En la segunda, los participantes observaban como el mismo
dolor le era provocado a una persona amada. Los resultados mostraron cémo las
mismas zonas, insula y cértex cingular anterior, se activaban en ambas situaciones.
Del mismo modo podemos observar activacién en las areas relacionadas con las
neuronas espejo cuando se estd observando una interacciéon social [47].

Reforzando la idea de que estas neuronas modulan la comprensién de una accion.

Neuronas espejo y autismo

El trastorno del espectro autista (TEA) es un trastorno heterogéneo del
neurodesarrollo con grados y manifestaciones muy variables que tiene causas
tanto genéticas como ambientales. Suele reconocerse en una fase temprana de la
nifiez y persiste hasta la edad adulta. No obstante, sus manifestaciones pueden
modificarse en gran medida por la experiencia y la educacion [48]. El TEA suele
presentar graves trastornos en el lenguaje, en la creacion y mantenimiento de los
vinculos afectivos y en el reconocimiento de emociones [49, 50]. Este déficit afecta
a varias estructuras nerviosas, incluyendo el cortex cerebral, cerebelo y tronco del

encéfalo [51]. Dado que los distintos déficits que provoca el TEA estan
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intimamente relacionados con las funciones que regulan las neuronas espejo, se ha
propuesto que dichos déficits pueden deberse a alteraciones de este tipo de
neuronas y de los mecanismos en los que participan [52, 53].

Mediante observacién por EEG de los ritmos mu, los cuales estan abolidos
cuando una persona realiza un movimiento voluntario, se ha visto que también se
encuentran suprimidos cuando una persona observa a otra realizar un
movimiento. Los ritmos mu son actividades eléctricas generadas de forma
espontdnea en la corteza primaria sensoriomotora con una frecuencia que oscila
entre 10 y 20Hz [40]. Exploraciones similares realizadas por Oberman vy
colaboradores [53] mostraron que los pacientes con autismo presentaban
abolicion de los ritmos mu durante la realizacion de un movimiento voluntario,
pero no cuando observaban a alguien realizando una actividad.

Otros estudios han mostrado que durante la realizacién de tareas sociales,
que conllevan la observaban e imitaciéon de expresiones faciales relacionadas con
las principales emociones, en los nifios con autismo la activacion de las neuronas
espejo era mucho menor en comparacion a nifios sanos. Ademas, se observo que a
menor activacion de estas neuronas mas gravedad en la enfermedad sanos [40, 50,
52]. Tomando en conjunto estos resultados, parece ser que los nifios con TEA
tienen dafiado el sistema de neuronas espejo.

Con anterioridad hemos hablado de que los actos motores se encuentran
organizados en modo de cadena y que gracias a las neuronas espejo no es
necesario ver todos los pasos de dicha cadena para llegar a la comprensiéon de un
acto motor. Se ha comprobado que esta cadena se encuentra dafiada en nifios que
presentan autismo [54]. Asi, dos grupos de nifios unos con autismo y otros sanos,
se les present6 dos situaciones, agarrar un alimento para comerlo o agarrarlo para
dejarlo en un envase y se registro la actividad de la musculatura milohioidea. En
nifios sanos se ve una activaciéon de esta musculatura tan pronto como coge la
comida, sin embargo en niflos con espectro autista solo se observa la activacion de
esta musculatura cuando el alimento se va a llevar a la boca, lo cual nos indicaria

que no son capaces de completar la cadena de los actos motores [50].
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Neuronas espejo y rehabilitacion motora

Los mecanismos de la neuroplasticidad cerebral permiten la compensacién de
déficits neurolédgicos gracias a la utilizacion de otras redes neuronales intactas. La
rehabilitaciéon basada en la plasticidad cerebral se utiliza tanto en Fisioterapia
como en Terapia Ocupacional para la mejora de déficits motores.

Como hemos comentado, las neuronas espejo tienen la funcién de entender
el porqué se produce un acto motor y asi modular el comportamiento motdérico
relacionado con dicho acto. Lo cual es basico para la imitacién de este acto y para el
aprendizaje gracias a la imitaciéon [55]. Se ha descrito que cuando se observa y se
realiza al mismo tiempo un acto motor, el aprendizaje del mismo es mas fuerte que
si solamente se realiza el movimiento. Esto sugiere que las neuronas espejo
participan ademas en la construccion de los recuerdos motoricos [56].

Las consecuencias de un ictus son entre otras la pérdida de diferentes
inputs sensoriales llegados del propio cuerpo del paciente. Por ello es muy
importante incrementarle en la medida de lo posible la llegada de este tipo de
inputs. Asi, se ha propuesto la activacion del sistema motor en pacientes con ictus
mediante la observacién y la imitacién de una accién motora, que como visto
anteriormente nos ayuda a crear recuerdos motdricos mas duraderos en el tiempo.

Apoyandonos en las propiedades que presentan las neuronas espejo a nivel
motor, como la adquisiciéon de nuevas habilidades motoras, se ha comprobado que
en pacientes que han sufrido un ictus, la utilizacién de la terapia de observaciéon de
actividades de la vida diaria o AVD que todos tenemos en nuestro repertorio motor
pueden activar las neuronas espejo y provocar una mejora significa en dichos
pacientes, en combinacién con el tratamiento fisioterapéutico adecuado. Estos
resultados positivos fueron observados en pacientes con ictus los cuales
presentaban cronificaciéon de su estado, y llevaban 100 dias de tratamiento
fisioterapéutico [57]. La accién-observacién presenta efectos positivos porque
produce la reactivacion de areas motoras afectadas por el ictus y que contienen el
mecanismo de ejecucion “Accidn- observacidn-accion” propio del ser humano y
que se encuentra relacionado con el sistema de neuronas espejo en monos [58].

La imitacién también juega un papel importante en diversos tratamientos
relacionados con el lenguaje, donde ritmo, creacion e inteligibilidad se encuentran

afectados. Gracias a esto, se han desarrollado teorias relacionadas con la
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percepcion del habla [59] basados en el rol funcional que presenta el sistema de
“observacion-ejecucion” del mismo [60]. Este sistema depende de la conexion
entre la parte inferior del 16bulo parietal y la zona ventral de la region premotora,
la cual posiblemente represente el sistema de neuronas espejo relacionado con el
habla en el ser humano. Este sistema “observacién-ejecucion” puede presentar
beneficios en pacientes con afasia provocada por ictus, sobretodo en la produccién
del lenguaje [58].

Basandose en el sistema “observacion-ejecucion” Small y colaboradores
[58] disefiaron un programa de intervencién denominado IMITATE. Este consiste
en la observacién en silencio de palabras y frases dichas en voz alta por 6 oradores
diferentes, seguido de un periodo en el cual los participantes debian repetir de
forma oral el estimulo. El tratamiento se efectuaba durante 90 minutos al dia, a lo
largo de 6 semanas y aumentando la dificultad de los estimulos de forma gradual.
Mediante resonancia magnética funcional, se tomé registro antes y después de
estas 6 semanas. Se pudo observar un aumento en las habilidades motoras orales,
asi como el inicio de la capacidad de imitacién de palabras monosilabicas,
bisilabicas, etc. [58].

Finalmente, y teniendo en cuenta las diversas propiedades de las neuronas
espejo, es de esperar el desarrollo en un futuro de nuevas técnicas rehabilitadoras
en Terapia Ocupacional y otras disciplinas mediante la utilizacién de la terapia de

observacion de actividades de la vida diaria.

Conclusiones

Las neuronas espejo han supuesto un gran descubrimiento en el campo de la
neurociencia. Gracias al interés que desperté este descubrimiento se han llevado a
cabo un gran numero de experimentos donde se ha comprobado la importancia
que presentan estas neuronas en aspectos tan diversos como la comprension
motora, el habla, la imitacidn, y las emociones. Ademas, su déficit se asocia al
autismo. Finalmente, nuevas técnicas de rehabilitacién, especialmente para el
tratamiento del ictus, se estan desarrollando teniendo en cuenta las propiedades

de las neuronas espejo.
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CAPITULO 7

Tipos de tratamiento utilizados para la
fibromialgia en Andalucia

Maire C, Garcia-Leiva JM, Calandre EP

Resumen

Introduccion. La fibromialgia es un sindrome cuya manifestacion
central es el dolor crénico generalizado, acompafiado por fatiga
crénica, problemas de suefio, problemas cognitivos, ansiedad y
depresion entre los sintomas mas frecuentes. Su tratamiento es
sintomatico y se realiza desde una perspectiva multidisciplinar. El
objetivo del presente estudio fue analizar las pautas de

tratamientos utilizados para la fibromialgia en Andalucia.

Metodologia. Se desarroll6 una encuesta en linea donde se
recogieron datos sociodemograficos y clinicos, tipos de
tratamiento  seguidos, tanto farmacolégicos como no
farmacol6gicos, combinaciones terapéuticas y grado de

satisfaccion con las mismas.

Resultados. Se obtuvieron un total de 121 respuestas,
pudiéndose observar un predominio del tratamiento
multidisciplinar en el que se combinaba el tratamiento
farmacologico con el ejercicio fisico. Predomin6 la politerapia,
siendo los farmacos mas utilizados el tramadol y los inhibidores
selectivos de la recaptacion de serotonina (ISRS). La eficacia

autopercibida de los distintos tipos de tratamientos fue baja.

Discusion. La combinacién de tratamiento no farmacolégico y

farmacologico se adecua a lo recomendado por las guias de
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practica clinica (GPC). La intensidad de los sintomas de la
enfermedad fue moderada-alta, lo que justifica el uso del
tratamiento farmacoldgico. El tratamiento psicologico fue el
menos utilizado a pesar de su alto nivel de evidencia. Destacé el
exceso de uso de tramadol e ISRS frente a la infrautilizaciéon de
farmacos de primera elecciéon como la amitriptilina, la pregabalina
o la duloxetina. La baja satisfaccion con todos los tipos de
tratamientos podria deberse a unas expectativas inadecuadas del
paciente en cuanto a los resultados esperados. La elevada
proporcién de reacciones adversas justificaria que el tratamiento

farmacoldgico fuera el menos apreciado.

Conclusion. El tratamiento multidisciplinar seguido por los
sujetos va en concordancia con las recomendaciones de las GPC.
Sin embargo, las pautas de tratamiento farmacoldgico solo se

adecuan parcialmente a estas.
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Introduccion

La fibromialgia es un sindrome cuya manifestacion central es el dolor crénico
generalizado. El dolor se acompafa con una frecuencia muy alta de problemas de
suefio, fatiga crénica, problemas cognitivos, rigidez muscular, depresiéon y/o
ansiedad entre los sintomas observados con mayor frecuencia [1]. Asimismo,
muestra una alta comorbilidad con un amplio abanico de enfermedades, tales
como el sindrome del colon irritable, la depresion, la ansiedad, las jaquecas, la
artritis reumatoide, el lupus eritematoso o el sindrome de fatiga crénica entre

otros [2].

La historia del diagnostico de la fibromialgia puede remontarse a los inicios
del siglo XVIII, con el empleo del término reumatismo muscular, para referirse a
problemas musculares crénicos dolorosos en ausencia de una alteracién fisiologica
observable. En 1904, Gower acufi6 el término fibrositis, que se utilizé durante la
mayor parte del siglo XX hasta que Hench, en 1976, introdujo el término de
fibromialgia [3]. En 1990 el sindrome fue reconocido por el Colegio Americano de
Reumatologia (ACR), que estableci6é un primer criterio de clasificacién en el que se
requeria para su diagnostico, la existencia de dolor durante mas de tres meses en,
al menos, 11 puntos corporales de los 18 establecidos [4]. En 2010, el ACR
establecié un criterio diagnoéstico en el que sustituy6 la cuantificacién de los 18
puntos dolorosos por una evaluaciéon general del dolor en zonas corporales mas
amplias y una valoracion cuantitativa del espectro sintomdatico concomitante, a
través de las escalas WPI y SS respectivamente [5]. Desde 2010 se han producido
ligeras modificaciones del criterio; el ACR establecié en 2011 una escala de
valoracién de la severidad de la fibromialgia (escala FS) resultado de la suma de
los valores de la escala WPl y SS [6] y en 2016, defini6 el dolor generalizado como
dolor en al menos 4 o 5 areas corporales y establecié que el paciente debia de
presentar, para el diagnéstico de fibromialgia, un WPI = 7 y un SS =2 5 6 un WPI

entre4y 6 yunSS 29 [7].

En la patogenia de la fibromialgia intervienen tanto factores genéticos como
ambientales. Los familiares directos de pacientes con fibromialgia presentan
mayor riesgo de desarrollar esta enfermedad y un mayor nimero de puntos

dolorosos que los familiares de individuos sanos [8]. Algunos polimorfismos del
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gen transportador de serotonina (5-HTT) y del gen catecol-O-metiltransferasa
(COMT) parecen estar relacionados con su patogénesis [9]. Ademads, se han
identificado alteraciones biolégicas relevantes relacionadas con esta enfermedad
en el eje hipotalamo-adrenal, en el funcionamiento del sistema nervioso auténomo,
en la estructura del suefio y en la neurotransmision dopaminérgica [10-13]. Con
respecto a las influencias ambientales, se ven implicados factores fisicos y
psicolégicos, tales como infecciones, traumatismos y abusos sexuales [14-15].
Segun Yunus [16], la fibromialgia puede categorizarse dentro de las denominadas
enfermedades de sensibilizacién central, que se caracterizan por un proceso
patolégico de sensibilizacion de las vias ascendentes y descendentes del dolor a
nivel del sistema nervioso central. Este proceso de sensibilizacién explicaria
algunas de las alteraciones anteriormente mencionadas, como las alteraciones del
suefo o las alteraciones en la transmisiéon dopaminérgica, y se relacionaria con
distintos sintomas de la enfermedad en funcién de las caracteristicas

biopsicosociales del paciente [16].

Segun el estudio epidemiolégico de Queiroz [17], la fibromialgia tiene una
prevalencia en la poblacién general adulta, a nivel mundial, de 2.7%. Este mismo
estudio sitda la media europea en 2.5% y la media espafiola entre el 2.3 y 2.4%.
Atendiendo a las caracteristicas sociodemograficas, la fibromialgia es mas
frecuente en mujeres que en hombres, con una ratio de 3:1, y afecta en mayor
medida a personas de mediana edad, que residen en zonas rurales y con un nivel

educativo y econémico bajo [17].

Con respecto al coste econémico y al peso en la asistencia sanitaria del
tratamiento de la fibromialgia en Espafia, Sicras et al. [18], en un estudio
retrospectivo de un afio sobre 63.526 usuarios del sistema de salud en Barcelona,
encontraron una diferencia significativa de 5.010€ entre el coste anual medio de
un paciente con fibromialgia y el resto de pacientes que recurren a la asistencia
sanitaria, con un valor medio de 8.654€ para los pacientes con fibromialgia y un
valor medio de 3,265 para el resto de la poblacion, teniendo en cuenta tanto costes
sanitarios como no sanitarios. Los autores atribuyen esta diferencia al mayor uso
de los recursos sanitarios, al mayor consumo de medicamentos, y al mayor numero

de bajas por enfermedad y jubilaciones anticipadas de los pacientes con
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fibromialgia, lo que a su vez correlaciona positivamente con el grado de afectacion
de la fibromialgia en la calidad de vida de los pacientes. En este sentido, el estudio
de Mas et al. [19], sefiala que las consultas de los pacientes con fibromialgia en
Espafia suponen entre el 10 y el 20 % de las consultas de reumatologia, asi como el
5-6% de las consultas de medicina general. Otro estudio [18], estima que el coste

anual en Espafa de un paciente con fibromialgia alcanza los 16.0008%.

La valoracion a largo plazo de pacientes con fibromialgia muestra que el
dolor y los demas sintomas que componen la enfermedad se mantienen estables a
lo largo del tiempo. Ademas, la calidad de vida de los pacientes es baja y no mejora
a lo largo de los afios [21-22]. En este sentido, el estudio de Wigers [23] sobre el
valor predictivo de la duracion de los sintomas sobre el desarrollo de la
enfermedad, concluye quela duracién de los sintomas no tiene caracter predictivo

respecto a la gravedad de los mismos.

Con respecto a los tipos de tratamientos recomendados para la fibromialgia,
en este estudio hemos recogido las recomendaciones de las GPC de la European
League Against Rheumatism (EULAR) de 2016 [24], de la Association of the
Scientific Medical Societies in Germany (AMFW) de 2012 [25], de la guia israeli de
2013 [26] y de la Canadian Pain Society (CA) de 2012 [27], ademas de las
recomendaciones del Ministerio de Sanidad, Politica Social e Igualdad de Espafia
(MSE) del 2011 [28]. Todas las GPC asi como las recomendaciones del MSE,
coinciden en que el tratamiento debe establecerse en funcién de los sintomas que
presenta cada paciente, y que el objetivo del mismo es fomentar el alivio de los
sintomas y mejorar la calidad de vida del sujeto. Es imprescindible para poder
alcanzar estos objetivos, informar al paciente con respecto a su enfermedad, ya que
unas expectativas erréneas sobre el tratamiento, como por ejemplo alcanzar la
eliminacién total de los sintomas, podrian ser contraproducentes en el resultado
de la intervencién. Por este motivo es fundamental que se establezca una buena

relacidn terapéutica entre el médico y el paciente [24-28].

El tratamiento multicomponente, donde se incluyen al menos dos
tratamientos no farmacologicos, recoge altos niveles de evidencia en los estudios
clinicos y tiene una gran fuerza de recomendacidon en todas las GPC [24-28].

Ademads, se recomienda que el tratamiento sea proactivo, fomentando la
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percepcidon de autocontrol del paciente en el afrontamiento de la enfermedad [24-

28].

Con respecto al tratamiento farmacolégico, tanto la EULAR como la guia
canadiense desaconsejan su uso si la afectacidn de los sintomas en la vida diaria es
leve [24,27]. Pero si nos encontramos ante sintomas de intensidad moderada o
alta, se recomienda iniciar el tratamiento farmacol6gico en dosis bajas, e ir
incrementando la de forma gradual para minimizar los posibles efectos adversos
[24,27]. Entre los farmacos mas recomendados se encuentran los antidepresivos;
la amitriptilina, un antidepresivo triciclico, se recomienda en todas las GPC
mencionadas [24-28]. La ciclobenzaprina, de estructura similar a la de los
antidepresivos triciclicos pero que se utiliza como relajante muscular, también
aparece recomendada en casi todas las GPC analizadas [24,26-28], menos en la
AMFW en la que se desaconseja su uso [25]. La duloxetina y el milnacipran,
antidepresivos ambos inhibidores de la recaptaciéon de noradrenalina y serotonina
(IRNS), se recomiendan en todas las GPC [24,26-28], salvo en la AMFW que
desaconseja el uso del milnacipran [25]. Los antidepresivos inhibidores selectivos
de la recaptacién de serotonina (ISRS), tienen diferentes recomendaciones segiin
la GPC analizada: la canadiense las recomienda [27], la alemana tiene una
recomendacidon abierta al juicio del especialista, por un periodo corto de tiempo y
en caso de comorbilidad con un trastorno depresivo o de ansiedad [25], y la de la
EULAR se posiciona levemente en contra [24]; la recomendacién del MSE es

especificamente sobre la fluoxetina, y su recomendacién es levemente a favor [28].

Los gabapentinoides (pregabalina y gabapentina), un tipo concreto de
anticonvulsivos ligandos de la unidad alfa;delta de los canales de Ca**, se
recomiendan en todas las GPC, en dosis iniciales bajas con un incremento paulatino

para evitar los efectos adversos [24-28].

Por lo que respecta al tramadol, un opioide suave con efectos sobre la
recaptacion de noradrenalina y serotonina, la EULAR aconseja su uso al igual que
la guia canadiense, aunque esta ultima s6lo en caso de que no responda a otros
tratamientos [24,27]. La guia de la AMFW tiene una recomendacidon abierta al

juicio del especialista [25]. En cuanto a los opioides fuertes, todas las GPC tienen
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un fuerte consenso en contra de su uso en el tratamiento de la fibromialgia [24-

28].

La guia canadiense desaconseja el uso de los AINE, salvo que la fibromialgia
curse con enfermedades reumaticas asociadas, donde se administraria en dosis
bajas y en periodos cortos de tiempo [27]. La guia de la EULAR se posiciona

fuertemente en contra [24] y las demas GPC no los mencionan [25-26].

Para ver como se refleja lo expuesto anteriormente en la practica clinica en
Espafia, s6lo hemos encontrado un estudio de Rivera et al.[29], sobre las
estrategias de prescripcion y ajuste de farmacos seguidas a lo largo de 3 meses por
reumatélogos en pacientes con fibromialgia en todo el territorio nacional. Los
autores indican que, en la evaluacién final de los pacientes, la mayoria tomaba
antidepresivos, seguido de analgésicos, AINE, anticonvulsivantes y
benzodiacepinas. Los autores no especifican los tipos de farmacos de cada grupo,
pero si comparamos los resultados con las recomendaciones de las GPC, podemos
sefialar una infravaloracién de los anticonvulsivantes, y un uso inadecuado de las

benzodiacepinas y de los AINE para estos pacientes.

Considerando lo anteriormente expuesto; la cronicidad y estabilidad de los
sintomas, la baja calidad de vida de los pacientes con fibromialgia, el nimero de
personas que padecen esta enfermedad en nuestro pais, el coste del tratamiento,
las diferencias en las recomendaciones de las GPC y la escasa informacién sobre las
pautas seguidas en la practica clinica, nos parece importante saber cudl es la
situacién actual del tratamiento de la fibromialgia en la comunidad auténoma de

Andalucia, motivo por el cual se llevo a cabo el presente trabajo.

Material y Métodos

Para recoger los datos, se elaboré un cuestionario de cumplimentacién en linea a

través de la aplicacion de Google Drive.

El cuestionario incluyé datos sociodemograficos y clinicos, tipos de

tratamiento utilizados tanto farmacol6gicos como no farmacologicos y grado de
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satisfaccion con los mismos. El cuestionario completo puede encontrarse en el

siguiente enlace: http://goo.gl/forms/UAO7RKC6ks.

La encuesta se difundié por internet a través de las redes sociales y
asociaciones de fibromialgia en Espafia; en este estudio se evaluaron

exclusivamente las respuestas procedentes de Andalucia.

La muestra se conformd, por tanto, de sujetos mayores de edad, con
diagnostico de fibromialgia, procedentes de la comunidad auténoma andaluza. Se
establecié un minimo de cien respuestas procedentes de provincias andaluzas para
la realizacion de este trabajo. El andlisis de los resultados se realiz6

exclusivamente mediante estadistica descriptiva.

Resultados

Se obtuvieron un total de 121 respuestas. La Tabla 1 detalla las caracteristicas
sociodemograficas de la muestra. Nos encontramos principalmente ante mujeres
de mediana edad, con un nivel educativo medio-alto, que estdn casadas o
tienen pareja de hecho y se encuentran trabajando fuera de casa, si bien destaca el
hecho de que el 20,7% se encuentren dados de baja laboral o jubilados a causa de

la enfermedad.

Tabla 1. Datos sociodemograficos (N=121)

Edad en afios

media+d.t. 49,7 £ 8,7
(rango) (25-71)
Sexo N(%)
Mujer 114 (94,2)
Hombre 7 (5,8)
Estudios

Sin estudios 1(0,8)
Primarios 28 (23,1)
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Secundarios 48 (39,7)
Universitarios 44 (36,4)

Estado civil

Casado/pareja de hecho 85 (70,2)
Separado/divorciado 18 (14,9)
Soltero 11 (9,1)
Viudo 7 (5,8)
Situacion laboral

Trabaja fuera de casa 49 (40,5)
Esta en paro 24 (19,8)
Trabaja sélo en casa (tareas del 19 (15,7)
hogar)

Jubilado por enfermedad 16 (13,2)
Baja laboral 9(7,4)
Jubilado por edad 3(2,5)
Estudiante 1(0,8)

La Tabla 2 muestra la frecuencia de las principales patologias asociadas de

los sujetos.

Tabla 2. Patologias asociadas (N=121)

N (%)
Trastorno depresivo 76 (62,8)
Sindrome de fatiga crénica 75 (62)
Trastorno de ansiedad 72 (59,5)
Artrosis 69 (57)
Sindrome de instestino irritable 66 (54,5)
Cefalea de tipo tensional 55 (45,5)
Disfuncién témporo-mandibular 44 (36,4)
Migrafa 43 (35,5)
Artritis reumatoide 27 (22,3)
Cistitis intersticial 17 (14)
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Sindrome de sensibilidad quimica 14 (11,6)
multiple

Lupus eritematoso sistémico 3(2,5)
Ninguna 2(1,7)

Los datos clinicos de la muestra se presentan en la Tabla 3. La mayoria de
los sujetos indicaron un diagndstico de la enfermedad desde hace mas de 5 afos.
Con respecto a los sintomas asociados, sefialaron que la fibromialgia interfiere de
forma significativa en su vida cotidiana, que perciben una intensidad de dolor alta,
que tienen una baja calidad de suefio y que tienen niveles de depresién y ansiedad

moderados.

Tabla 3. Datos clinicos (N=121)

Tiempo desde el diagnostico N (%)

Menos de 1 afio 7 (5,8)

Entre 1y 5 afios 31 (25,6)

Mas de 5 afios 83 (68,6)

Sintomas asociados a la enfermedad* media+d.t. Rango
Interferencia con la vida cotidiana 7,8+2 (2-10)
Intensidad del dolor 7,2+2,1 (2-10)
Calidad del sueno 3,8+2,5 (1-10)
Depresién 59+28 (1-10)
Ansiedad 6,4+2,6 (1-10)

*La intensidad percibida de los sintomas se ha medido en una escalade 1 a 10.

En la Figura 1 se muestra la frecuencia de uso de los distintos tipos de tratamiento
contemplados en nuestro estudio. El tratamiento farmacolégico y el ejercicio fisico
fueron los tratamientos de elecciéon en mas del 85% de los casos, seguido de la

realizacion de una dieta y del tratamiento psicoldgico en ultimo lugar.
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Figura 1. Tipos de tratamiento utilizados.

En la Tabla 4 se pueden observar las combinaciones terapéuticas seguidas
por los sujetos; la combinacién de dos o tres tipos de tratamiento fue lo mas
frecuente, predominando la combinaciéon del tratamiento farmacolégico con el
ejercicio fisico en el primer caso, y la combinacién del tratamiento farmacolégico,

con el ejercicio fisico y una dieta en el segundo caso.

Tabla 4. Numero de tratamientos y principales combinaciones (N=121)

N/ (%)
Ninguno 1 (0,8)
Uno 14 (11,6)
Farmacolégico 7 (50)
Ejercicio 7 (50)
Dos 41 (33,9)
Farmacoldgico y ejercicio 31 (75,6)
Farmacoldgico y dieta 5(12,2)
Ejercicio y dieta 3(7,3)
Farmacoldgico y psicologico 2(49)
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Tres 41 (33,9)
Farmacolédgico, ejercicio y dieta 25 (61)
Farmacolégico, ejercicio y psicologico 14 (34,1)
Ejercicio, dieta y psicolégico 2(49)
Cuatro 24 (19,8)

Como se puede observar en la Figura 2, el grado de satisfaccién con los
tratamientos, en una escala de 0 a 10, fue bajo y no existieron diferencias en la
eficacia autopercibida de los mismos. El ejercicio fisico fue el tratamiento mejor
valorado mientras que el tratamiento farmacolégico fue el que peor se valord,
aprecidndose una diferencia estadisticamente significativa (p<0,0001) respecto al

ejercicio fisico.

107

5,19

4.6

4.31

4,06

Media + d.t.

Farmacolégico Ejercicio Dieta Psicologico

Figura 2. Satisfaccion con los tratamientos.

En la Tabla 5 se indican las frecuencias de uso de los farmacos pautados para
la fibromialgia recogidos en el estudio. Podemos observar que destacd el uso del

tramadol, seguido, a bastante distancia, por los ISRS, la amitriptilina y la
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pregabalina. En la Tabla 6 se muestran las dosis medias de administracion de los

mismos.

Tabla 5. Farmacos pautados(N=108)

Farmaco N (%)
tramadol 55(50,9)
ISRS 31 (28,7)*
amitriptilina 27 (25)
pregabalina 27 (25)
otros antidepresivos 24 (22,2)**
duloxetina 22 (20,3)
benzodiacepinas 20 (18,5)
trazodona 13 (12)
ciclobenzaprina 10 (9,2)
AINE 8(7,4)
gabapentina 8(7,4)
oxicodona 5 (4,6)
tramadol +paracetamol 4 (4,6)
fentanilo/buprenorfina 3(2,7)
melatonina 3(2,7)
tapentadol 2(1,8)
quetiapina 2(1,8)
ketamina 1(0,9)
paracetamol 1(0,9)

*sertralina, fluvoxamina, citalopram, escitalopram, fluoxetina y paroxetina.
**venlafaxina, desvenlafaxina, mirtazapina, bupropién y agomelatina.
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Tabla 6.Dosis de los farmacos pautados.*

Farmaco N Media = d.t rango
pregabalina 19 161,8 +81,8 25-300
gabapentina 4 1275+ 7889 600-2400
duloxetina 18 60 + 23 30-120
amitriptilina 18 41,6 + 34,8 10-150
venlafaxina 9 158,3 + 69,5 75-300
desvenlafaxina 2 100+0 100-100
fluoxetina 8 32,5+14,8 20-60
paroxetina 3 23,3+5,7 20-30
citalopram 4 225+5 20-30
escitalopram 3 8,3+28 5-10
trazodona 9 111,1 +41,6 50-200
mirtazapina 4 30+12,2 15-45
ciclobenzaprina 2 15+7,0 10-20
tramadol 33 160,9 £ 99 37,5-400

*En la tabla aparecen representadas las dosis de farmacos pautados seleccionadas tras
descartar respuestas erréneas o en blanco, por lo que no han podido analizarse las dosis
de todos los farmacos pautados del estudio.

En la Figura 3 se indica el nimero de farmacos pautados prescritos
simultdneamente: una cuarta parte de la muestra tomo6 un solo fairmaco para el
tratamiento de la fibromialgia predominando el uso simultdneo de tres firmacos

entre los que reciben politerapia.
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Figura 3. Numero de fArmacos prescritos simultaneamente.

El 71,2% (n=77) de los sujetos que se medican afirmaron tener reacciones
adversas al tratamiento, siendo lo mas comun los sintomas de intolerancia
gastrointestinal, tales como la diarrea, el estrefiimiento, las nduseas o el dolor de
estdémago, seguido de somnolencia, mareos y problemas cognitivos. En la Tabla 7

se detallan las reacciones adversas recogidas en el estudio.
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Tabla 7. Reacciones adversas (N=108)

Reaccion adversa N (%)
Intolerancia gastrointestinal 46 (42,5)
Somnolencia 22 (20,3)
Mareos 18 (16,6)
Problemas cognitivos* 10 (9,2)
Sequedad 3(2,7)
Problemas dermatolégicos 3(2,7)
Ansiedad 3(2,7)
Aumento de peso 3(2,7)
Parestesias 3(2,7)
Visiones 2(1,8)
Dependencia 2(1,8)
Problemas cardiovasculares 2(1,8)
Sindrome piernas inquietas 1(0,9)
Temblor 1(0,9)
Pérdida de apetito 1(0,9)
Sudoracién 1(0,9)
Inapetencia sexual 1(0,9)
Insomnio 1(0,9)
Fatiga 1(0,9)
Total 77
(71,2)

* Los problemas cognitivos engloban problemas de memoria, de atencién y de
concentracion.

En el 71% de los casos (n=77), fue el médico de familia el que prescribio el
tratamiento farmacolégico, seguido del reumatologo (n=63; 58%), del psiquiatra

(n=35; 32%) y de la unidad del dolor (n=25; 23%).
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El 64,8% (n=70) de la muestra modifica el tratamiento farmacolégico por su

cuenta en funciéon de su estado de salud.

Los farmacos mejor valorados por los sujetos fueron, por este orden, la
pregabalina, el tramadol, los AINE, los ISRS, las benzodiacepinas, la duloxetina, la

amitriptilina y el paracetamol.

Discusion

Los resultados muestran que nos encontramos mayoritariamente ante mujeres con
dolor crénico generalizado de intensidad alta, acompafiado de una baja calidad de
suefio y una alta interferencia de la enfermedad en la vida cotidiana. En casi la
totalidad de los casos, los sujetos presentaron enfermedades asociadas a la

fibromialgia.

Se utilizaron varios tipos de tratamiento para la fibromialgia, destacando la
combinacién del ejercicio fisico con el tratamiento farmacolégico entre los que
seguian dos tipos de tratamiento, y la combinacién del ejercicio fisico, mas el
tratamiento farmacolégico y la dieta entre los que seguian tres modalidades
terapéuticas. En general, la satisfaccién con los tratamientos fue baja, siendo el

tratamiento farmacoldgico el peor valorado.

Los farmacos mas utilizados fueron el tramadol (50,9%), los ISRS (28,7%), la
amitriptilina (25%), la pregabalina (25%) y la duloxetina (20,3%). Predominé la
politerapia, donde se prescribieron de forma simultanea varios fairmacos, siendo
dos o tres lo mas frecuente. Mas del 70% de los sujetos que tomaron un

tratamiento farmacolégico indicaron tener efectos adversos.

Segun Jay y Barkin [1], la combinacién de un tratamiento farmacolégico y no
farmacoldgico es el tratamiento mas efectivo para la fibromialgia. Pero ain cuando
la evidencia es clara a favor del manejo multidisciplinar de la enfermedad, con
mejoras en la calidad de vida y descensos en los costes sanitarios, las carteras
sanitarias suelen omitir este hecho [1]. Por lo que respecta al Servicio Andaluz de
Salud, la cartera de servicios de atencion primaria para la fibromialgia recoge un

tratamiento integral del paciente basado en tres pilares; el tratamiento médico, el
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ejercicio fisico y la terapia educacional [30]. S6lo se deriva a un especialista (entre
los que se encuentra el reumatdlogo, el rehabilitador, el psicologo y el
fisioterapeuta) en caso de que se presenten patologias asociadas, dudas
diagnosticas, o sintomas graves [30]. El protocolo establecido por el Sistema
Andaluz de Salud podria explicar la elevada prevalencia de sujetos que indicaron
realizar ejercicio fisico en nuestro estudio, en combinaciéon con el tratamiento
farmacolégico. Segin Jay y Barking [1], los tratamientos con mayor nivel de
evidencia dentro de las intervenciones no farmacoldgicas son el ejercicio fisico y la
terapia cognitivo conductual. A este respecto, es importante destacar que solo el
34% de la muestra afirmd recibir tratamiento psicolégico para la fibromialgia,
siendo el tipo de tratamiento menos utilizado. Una posible explicacién a este hecho
es que el protocolo de actuacién de la Junta de Andalucia aconseja derivar al
especialista sélo en casos de comorbilidad con depresién o ansiedad, o en caso de

duda con el diagnéstico [30].

Con respecto al seguimiento de algin tipo de dieta, el protocolo de actuacién
de la Junta de Andalucia no tiene ninguna indicacion al respecto [30], y tampoco
aparece recomendada en ninguna de las GPC [24-28]. El elevado porcentaje de
sujetos que seflalé que sigue algun tipo de dieta puede deberse al seguimiento de
un plan integral de vida saludable, lo cual si viene recomendado en todas las GPC
analizadas [25-28]. Como podemos ver en el estudio de Sicras et al. [18], el
sobrepeso afecta al 41% de los pacientes con fibromialgia en Espafia. Otro estudio
de Mas et al. [20], estima que la obesidad en sujetos con fibromialgia es mas
frecuente que en la poblacion normal, con una “odds ratio” de 0,9. No hay
evidencia que avale la eficacia de un tipo especifico de dieta, a parte del beneficio
obtenido por la pérdida de peso [31], lo que podria explicar en parte, el alto

porcentaje de dieta en nuestro estudio.

En relacion a las estrategias de prescripcién de farmacos seguidas por la
muestra, el uso prioritario del tramadol y de los ISRS difiere de las
recomendaciones de las GPC. En lo que se refiere al tramadol, 1a guia canadiense de
2016 advierte de los posibles efectos adversos del tratamiento croénico con
opioides, y s6lo lo recomienda en los casos en los que no haya respuesta a otras

modalidades farmacolodgicas [27]. Igualmente, la fuerza de recomendacion del MSE
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de 2011 para el tramadol es baja [28]. La EULAR si lo recomienda de forma leve en
los casos en el que el dolor essevero [24]. Es importante resaltar que aunque el
tramadol mejora el dolor, carece por completo de eficacia frente a otros sintomas
frecuentemente asociados a la fibromialgia como el suefio no reparador, el

cansancio, la ansiedad o la depresion.

Por lo que respecta a los ISRS, la guia del MSE de 2011 recomienda la
fluoxetina de forma moderada [28], la EULAR del 2016 no aconseja los ISRS en
general [24] y la guia alemana limita su uso para pacientes con depresiéon o
ansiedad y durante un periodo corto de tiempo [25]. La guia israeli no tiene

recomendacion especifica para los ISRS [26].

Las benzodiacepinas tampoco se recogen en la guia de practica clinica
europea, alemana ni canadiense [24-25,27]. El MSE las recomienda en
combinacién con un AINE, con una fuerza de recomendacién baja y con un bajo
nivel de evidencia (Grado D), cuando existe la sospecha de posibles generadores
periféricos del dolor, como la artrosis y el dolor en partes blandas [28]. No
obstante, las benzodiacepinas podrian haberse prescrito para el tratamiento de los
sintomas asociados de la ansiedad y los problemas de suefio y no como
tratamiento especifico para la fibromialgia. La trazodona tampoco aparece en las
GPC [24-28]; su prescripcién podria, asimismo, haberse debido al tratamiento de

problemas de suefio como sintoma asociado.

Existe un porcentaje de sujetos en nuestro estudio que tomaron AINE de
forma pautada; a pesar de que el nimero no es elevado, es importante sefialar que
estan fuertemente desaconsejados por las GPC [24-28]. La guia canadiense
recomienda este tipo de medicamento sélo en caso de comorbilidad con

osteoartritis, en bajas dosis y durante un periodo corto de tiempo [27].

Dentro de los farmacos mas recomendados por las GPC destacan la
amitriptilina, la pregabalina y los IRNS, dentro de este Ultimo grupo se encuentran
la duloxetina y el milnacipran [24-28], este ultimo no comercializado en Espafia. En
nuestra muestra podemos sefialar una infrautilizacion de estos farmacos,
especialmente con el uso minoritario de la duloxetina frente a los ISRS. La

duloxetina se recomienda en la EULAR en caso de dolor severo [24], en la guia de la
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AMFW tiene una alta recomendacion en caso de comorbilidad con trastornos de
ansiedad y depresion [25], el MSE recomienda la duloxetina para el tratamiento del
dolor, de los problemas de suefio y del estado de dnimo [28], y la guia israeli
recomienda los IRNS de forma general [26]. En lo que refiere a la amitriptilina, esta
recomendada en todas las GPC con un alto nivel de evidencia [24-28]. A pesar de
ello, en nuestra muestra se usé la amitriptilina con menor frecuencia que el
tramadol y los ISRS. Asi mismo, la ciclobenzaprina, de estructura similar a los
antidepresivos triciclicos, también se recomienda en casi todas las GPC [24-28]
pero su uso tampoco fue frecuente en nuestros sujetos. La pregabalina se utilizé en
nuestra muestra en idéntico porcentaje que la amitriptilina. La pregabalina se
recomienda por el MSE, con efectos sobre el dolor, la calidad de vida y el suefio
[28]. La guia europea y la guia israeli también recomiendan este fArmaco [24,26],y

la guia alemana y canadiense la recomienda en dosis bajas [25,27].

Con respecto a las dosis de administracion de estos farmacos, el rango de
las dosis evaluadas de la amitriptilina para la fibromialgia se encuentra entre los
10 los 50 mg por dia [32], la media de nuestro estudio fue por lo tanto correcta,
con un valor medio de 41,6 mg al dia. La duloxetina, tiene una dosis recomendada
de entre 60 y 120 mg [28,32], por lo que la media de nuestros sujetos se
encontro en el limite inferior de efectividad, 60 mg al dia. Las dosis recomendadas
de la pregabalina se encuentran entre los 300 y los 600 mg [32], por lo que la
media de la muestra se encontré muy por debajo de la recomendada, lo que puede
deberse a una mala tolerabilidad de la pregabalina que mantiene las dosis por

debajo de las efectivas.

En cuanto al nimero de fArmacos que se administran de forma pautada, la
mayoria de los sujetos de nuestro estudio informo6 que tomaba dos o tres farmacos
simultdneamente, aunque también existe un porcentaje apreciable de sujetos
(29%), que recibi6 monoterapia. Los estudios clinicos realizados sobre la eficacia y
seguridad del uso combinado de varios farmacos son escasos, por lo que las
prescripciones de mas de un farmaco suelen hacerse en base a la informacién
sobre el efecto de los farmacos administrados como monoterapia [33]. Los autores
de este trabajo sugieren que la monoterapia puede ser util en aquellos pacientes en

los que predomina el dolor en ausencia de otros sintomas o de patologias
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asociadas, pero en los demas casos, es necesario mas de un farmaco para el
tratamiento de la compleja sintomatologia de la enfermedad. Segun Jay y Barkin
[1], la sobremedicacién y la politerapia indiscriminada son frecuentes en estos
pacientes, a lo que hay que sumarle el hecho de que son sujetos muy sensibles a los
efectos adversos de los medicamentos, en especial a los efectos de fatiga, de
sedacién y de problemas cognitivos. El 20% de la muestra inform6 que combinaba
entre 4 y 8 farmacos, lo que podria suponer una sobremedicacién para estos

sujetos y relacionarse con el alto porcentaje de efectos adversos referidos.

La eficacia autopercibida de los distintos tipos de tratamiento fue baja en
general, siendo el tratamiento farmacolégico el peor valorado. Una posible
explicacion a la mala valoraciéon del tratamiento recibido podria ser una
expectativa inadecuada con respecto al resultado de la intervencién, donde se
espera un alivio total de los sintomas mientras que s6lo se consigue una mejora
parcial de los mismos. En concreto, para el tratamiento farmacolégico, hay que
afiadir el posible efecto perjudicial de una politerapia excesiva unido a unas dosis

inadecuadas de administracion, lo que podria limitar el resultado terapéutico.

Este estudio es el primero que se realiza sobre las pautas de tratamiento
farmacolégico y no farmacolégico seguidas en la poblacién general con
fibromialgia en Andalucia. S6lo hemos encontrado un estudio similar en Espafia,
sobre las pautas de tratamiento farmacolégico seguidas en consultas de
reumatologia, de Rivera et al. en 2012 [29], con un resultado distinto al nuestro.
Los farmacos mas frecuentes encontrados en el estudio de Rivera et al. fueron los
antidepresivos, los analgésicos, los AINE, los anticonvulsivantes y las
benzodiacepinas por este orden. Es complicado comparar estos resultados con
nuestro estudio, ya que los autores no especifican los tipos de analgésicos,
antidepresivos y anticonvulsivantes analizados, pero si podemos destacar la
diferencia en el uso predominante del tramadol en nuestro estudio. El nimero de
farmacos utilizados por los sujetos para tratar la fibromialgia en el estudio de
Rivera et al. es de 3,1 + 1,6 farmacos por paciente en la visita inicial, mientras que
en nuestro estudio, son mas frecuentes los sujetos que sélo toman un farmaco
pautado para el tratamiento de la fibromialgia (29,6%), aunque dentro de la

politerapia, destaca el uso combinado de 3 farmacos (27,7%).
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Una limitacién de nuestro estudio es la imposibilidad de verificar la
veracidad de los datos proporcionados por los sujetos, al tratarse de una encuesta
en linea en la que no se puede hacer una seleccion activa de los sujetos. Ademas,
podria haber un sesgo en la muestra, debido a que solamente los sujetos con un
nivel educativo medio, con acceso a internet y en contacto con asociaciones y
grupos sociales en red pueden responder a la encuesta. Otra limitacion es que no
podemos relacionar los efectos adversos recogidos en la encuesta con los farmacos
especificos que los originan. Ademas, s6lo hemos podido recoger las dosis de
aquellos farmacos que han sido indicados adecuadamente por los sujetos, por lo
que no tenemos una valoracion de las dosis administradas de todos los farmacos

recogidos en el estudio.

Conclusion

El perfil de la muestra se caracteriza por mujeres con un diagndstico de
fibromialgia desde hace mas de cinco afios, con una alta intensidad de dolor, con
una baja calidad de suefio y con una afectacion de la enfermedad que interfiere en
su actividad de la vida diaria. Las ultimas actualizaciones de las GPC defienden la
combinacién de al menos dos tipos de tratamiento no farmacolégico para la
fibromialgia y la adicién del tratamiento farmacolégico en los casos donde exista
una sintomatologia moderada o severa. Con lo que podemos concluir que las
estrategias de tratamiento globales seguidas en nuestro estudio, con un uso
mayoritario de la terapia interdisciplinar, se ajustan a las recomendaciones de las
GPC. Las pautas de tratamiento farmacolégico seguidas en nuestro estudio difieren
de las recomendaciones de las GPC en cuanto al uso de los farmacos de primera
linea, tanto en su frecuencia de uso como en las bajas dosis de administracion. En
general la satisfaccion con los tratamientos fue baja, siendo el tratamiento

farmacologico el peor valorado.
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CAPITULO 8

Influencia de la microbiota intestinal sobre
el neurodesarrollo y la obesidad en el nino

Cerdo T, Campoy C

Resumen

Hay periodos criticos durante el embarazo y la vida temprana
donde el neurodesarrollo del nifio puede ser alterado por
diferentes factores incluyendo hormonas, estrés, genética y dieta.
En este sentido, es cada vez mas evidente que el establecimiento de
la comunidad microbiana intestinal, en la primera etapa de vida del
nifio, desempefia un papel importante en el desarrollo infantil y la
susceptibilidad de sufrir una enfermedad a lo largo de la vida.
Durante la ultima década, los nuevos estudios en animales y
humanos han identificado asociaciones entre las bacterias
intestinales y el metabolismo del huésped con la obesidad
materna, que podrian influir en el desarrollo neurolégico del nifio.
Sin embargo, los mecanismos exactos no se conocen y son
necesarios estudios mas profundos para poder encontrarlos. Los
resultados de este estudio mostrardn una recopilacién de los
ultimos avances en la microbiota intestinal y el neurodesarrollo,
sugiriendo mecanismos potenciales para su intervencion.
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Introduccion

La obesidad se ha convertido en una epidemia mundial que afecta negativamente a
la salud de millones de personas. El aumento de la prevalencia de obesidad en
adultos jovenes es paralelo al aumento de la prevalencia de sobrepeso, obesidad y
diabetes durante la gestaciéon. Se han confirmado numerosos efectos adversos
determinados por estas patologias en la salud de la madre y de su descendencia,

por lo que actualmente se ha convertido en un tema de gran interés cientifico [1].

Se sabe que la obesidad esta asociada, entre otros factores, con una mayor
resistencia a la insulina. Asi, al principio del embarazo, las madres obesas son mas
resistentes a la insulina que las mujeres delgadas. Estas condiciones metabdlicas
pueden conllevar posibles efectos adversos en el feto, influyendo en las etapas de
implantacién y desarrollo placentario [2]; recientemente se ha comprobado que la
obesidad y/o diabetes materna pueden contribuir a una disbiosis en la madre que
determina una alteracién de la composicion y funcién de la microbiota intestinal
en su hijo. Se especula que esta alteracion de la microbiota intestinal puede tener
un impacto en el desarrollo neurolégico del nifio y aumentar el riesgo de sufrir

obesidad durante la infancia o en la vida adulta [3].

Hasta ahora, los estudios centrados en los origenes de la obesidad estaban
orientados hacia los excesos de la dieta o los genes del individuo [4]. Estudios
experimentales indican una funcién importante de la microbiota intestinal en la
estimulacion de la obesidad y el neurodesarrollo [5]. Algunos Phylum y Clases de
bacterias son capaces de metabolizar los nutrientes de manera mas eficiente que
otros, mejorando la produccién de energia utilizable para el huésped y
aumentando la absorcién de calorias de la dieta, contribuyendo a un aumento de

grasa corporal [6].

Una disbiosis de la microbiota intestinal puede inducir alteraciones
fisioldgicas e inmunolodgicas que favorecen la inflamacion. Esta inflamacion
contribuira a la pérdida de la barrera intestinal, causando la translocacion de los
componentes bacterianos patogenos a la circulacién sistémica desde la mucosa
intestinal. Estos componentes activan el sistema inmune innato, que produce

citoquinas pro-inflamatorias, lo que conduce a un dolor visceral, deterioro de la
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funcion del sistema nervioso central (SNC), y alteraciones en la neuroquimica, la

cognicion, el comportamiento y la respuesta al estrés [7].

Las implicaciones para la salud a nivel de la poblacién son importantes y los
estudios futuros sobre este tema estaran dirigidos hacia la identificacion de las
bacterias activas que causan la disbiosis en la comunidad microbiana intestinal,
con el fin de disefiar estrategias terapéuticas para la protecciéon a largo plazo
contra la obesidad y para evitar las alteraciones del neurodesarrollo en los hijos de
madres obesas o diabéticas y el avance precoz del deterioro neurolégico en la vida

adulta.

La microbiota intestinal en las etapas tempranas del nifio

Recientemente, el papel de la microbiota intestinal durante el embarazo ha ganado
una considerable atencién en la comunidad cientifica. Se han observado cambios
en la composicion de la microbiota intestinal a lo largo de la gestacién, que
comienzan en el primer trimestre [8]. Ademas se ha visto que durante el tercer
trimestre del embarazo en mujeres sanas, la microbiota intestinal muestra signos
de inflamacién, adiposidad e insensibilidad a la insulina de manera similar a la de
las mujeres obesas [9]. Hasta hace poco, la placenta se habia considerado un
organo estéril, pero actualmente conocemos la presencia de una comunidad
bacteriana en el liquido amniético y en la placenta [10-12]. Esta comunidad
consiste en bacterias no patdgenas de los Phylum Proteobacteria, Firmicutes,
Bacteriodetes, Fusobacteria y Tenericutes, destacando que en funcién del tipo de
composiciéon puede haber un vinculo con el parto prematuro, lo que pone en
relieve la importancia de la diafonfa interna entre la microbiota y la mujer
embarazada [10]. De hecho, se han observado cambios en el perfil del microbioma
placentario en asociacion con el bajo peso al nacer en embarazos a término [13].
Ademas, la disbiosis materna durante la gestacion de mujeres obesas podria tener
un papel importante en la colonizacidon temprana y en el establecimiento de la
microbiota intestinal humana en las primeras etapas de la vida, modificando el
desarrollo del comportamiento y de las funciones cognitivas en los hijos [14].

Todos estos estudios indican que la funcionalidad y composicién de la microbiota
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intestinal pueden tener implicaciones relevantes para la salud materna y fetal, y
donde se vislumbran importantes aplicaciones clinicas. Sin embargo, queda mucho
por aclarar, ya que las implicaciones de la exposicion microbiana prenatal son
actualmente desconocidas y su relacidon con el desarrollo de enfermedades y el

neurodesarrollo son dreas emergentes muy prometedoras.

Alimentacion postnatal

Tras el nacimiento, el intestino del bebé se coloniza en pocas horas tras el contacto
con el canal del parto, la microbiota de la piel materna (cesarea) y el medio
ambiente [15]. Las primeras semanas de vida son muy importantes para la
colonizacién intestinal, habiéndose identificado que factores como el tipo de
alimentacién, la edad gestacional, la hospitalizacién o el uso de antibiéticos, entre
otros, estarian implicados en el desarrollo precoz del patrén estructural del
microbioma intestinal [16]. De entre los factores mencionados cabe destacar la
leche humana que es abundante en componentes bioactivos que contribuyen a
mejorar la funcién cognitiva de los nifios respecto a los alimentados con férmula
infantil, probablemente mediante la modulacién de la composicién y funcién de la

microbiota intestinal [17].

En los ultimos afios, la membrana del glébulo graso de la leche (MFGM),
compuesta por los componentes tipicos de membranas biolégicas como
fosfolipidos, colesterol o glicolipidos, ha ido ganando el interés cientifico debido a
sus efectos positivos potenciales sobre la salud, tales como el mejor desarrollo
cerebral [18]. Se ha comprobado que la suplementacion de férmulas infantiles con
MFGM favorece la reduccién de la diferencia en el rendimiento cognitivo a los 12
meses de edad entre lactantes alimentados al pecho de sus madres y aquellos
alimentados con férmula infantil [19]. Otra funcién de la MFGM es proporcionar
efectos antimicrobianos, como la mucina, para disminuir la adherencia de Yersinia
enterolitica a las membranas intestinales o la butirofilina, responsable de la

formacion / secrecion de las gotas lipidicas [20].

Los bebés alimentados con férmula muestran una curva de ganancia de peso

mayor entre los 3 y los 12 meses de edad, presentando un mayor riesgo a largo
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plazo de obesidad, hipertension, diabetes tipo 1y 2 [21]. Ademas, se ha visto que la
comunidad de microbiota de lactantes alimentados con férmula, en comparacion
con los lactantes amamantados, presenta mas anaerobios facultativos
pertenecientes a Bacteroides y Clostridium. Aunque se creia que los Bifidobacterium
estaban en mayor proporciéon en lactantes alimentados con férmula que en
lactantes amamantados, diversos estudios han planteado discusién sobre los

niveles reales [22].

Un estudio sobre patrones de colonizaciéon microbiana en ratones BALB/
cOlaHsd, confirm6 que el uso de poliaminas en ratones alimentados con férmula,
minimizaba las diferencias con ratones amamantados. Los efectos de las
poliaminas pueden mejorar la funcién de la barrera y la modulacién del desarrollo
del sistema inmune, regulando las niveles de Akkermansia muciniphila y

Bifidobacterium spp [23]. Estos hallazgos deben ser estudiados en humanos.

Aunque hoy en dia las férmulas infantiles han evolucionado mucho, atin no se
ha conseguido obtener una férmula que proporcione los mismos beneficios que la
leche materna. Por lo tanto, es necesario continuar estudiando la composicién de la
leche materna, para lograr los mismos efectos beneficiosos observados en la

descendencia.

Obesidad-inflamacion y neurodesarrollo

La definicion de la inflamacién consiste en una respuesta fisiolégica normal a una
amenaza infecciosa o lesién tisular, que conduce a la reparacion, resolucién y
restauracion del equilibrio homeostatico [24]. El estado inflamatorio crénico de la
obesidad, sin embargo, tiene consecuencias diferentes que resultan en un mal
funcionamiento crénico de los tejidos y un cambio del "equilibrio” normal para

adaptarse a nuevas condiciones fisioldgicas o metabdlicas [25].

Se ha demostrado en ratones, que la obesidad durante el embarazo
interrumpe la inflamacién a través del aumento de la activacidon de los macréfagos
y la elevacion de la expresion génica de las citoquinas, proporcionando posibles

vinculos entre la inflamacion placentaria y la programacion de una posible
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enfermedad en la descendencia a consecuencia de la obesidad materna [26].
Estudios recientes sugieren que el ambiente inflamatorio intrauterino esta
asociado con alteraciones del desarrollo neurolégico en los hijos [27]. Los
mecanismos del desarrollo neurolégico del nifio son una compleja combinaciéon de
programacion genética, ambiental e intrauterina, y los efectos del ambiente
prenatal sobre el desarrollo del cerebro fetal y la salud mental futura del bebé, atin
son desconocidos. En una revisidon reciente [28] se han resumido diferentes
hipotesis sobre como la obesidad materna podria influir en los resultados fetales,
neonatales y posteriores del neurodesarrollo al aumentar el riesgo de inflamacién
sistémica y cerebral. Sin embargo, los mecanismos implicados en las alteraciones
del neurodesarrollo observadas en los hijos de madres obesas, por el momento son
desconocidos [29]. De todos estos estudios, podemos deducir que un mejor control
de la obesidad materna podria conducir a importantes beneficios para el

funcionamiento cognitivo y mental del nifio.

PPARy-microbiota-neurodesarrollo

Los receptores activados por proliferadores de peroxisomas (PPARs) son
miembros de la superfamilia de factores de transcripciéon de receptores nucleares
que tienen papeles diversos e importantes en la regulacion de procesos de
desarrollo, reproductivos, homeostaticos, inflamatorios, inmunes y metabdlicos
[30,31]. Se han identificado tres isoformas (PPAR-a, PPAR-6 -también conocido
como PPAR-B- y PPAR-y), codificadas por genes separados, en diferentes
distribuciones tisulares y que parecen tener funciones bioldgicas distintas pero
superpuestas [32]. Los PPAR han sido identificados en muchas especies,

incluyendo humanos y roedores [33].

Una de las funciones mas importantes de los PPAR es el mantenimiento de la
homeostasis de la mucosa intestinal, y recientemente se ha visto que el PPAR esta
implicado en eventos moleculares involucrados en los efectos mediados por los
probiéticos [34]. El PPAR y esta altamente expresado en el colon, alcanzando
niveles similares al tejido adiposo [35]. Su expresion sigue una tendencia en

aumento desde el eje proximal hasta el distal, y puede encontrarse principalmente

164



Capitulo 8: Influencia de la microbiota intestinal sobre el neurodesarrollo y la obesidad en el
nino

en células epiteliales intestinales (IEC) y, en menor grado, en
monocitos/macréfagos y linfocitos [36]. Este receptor tiene diferentes funciones
de motilidad y diferenciacién de células epiteliales a mecanismos homeostaticos,
tales como proliferacion, integridad epitelial y, mas especificamente, regulacién de
la inflamacién inducida por bacterias de las mucosas [37]. Se ha visto que ciertas
bacterias, como Bacteroides thetaiotaomicron, activan la expresion de las
citoquinas mediante la exportacion nuclear de la subunidad RelA NF-kappaB, a
través de una via dependiente de PPAR-y, desencadenando un mecanismo

antiinflamatorio [38].

Varios estudios se han centrado en el papel anti-inflamatorio de PPAR y en el
proceso de diversas enfermedades inflamatorias intestinales. Una comparacién
entre controles y pacientes con enfermedad de Crohn (CD) y colitis ulcerosa (UC),
mostré una disminucion significativa en los genes pertenecientes a este receptor
en el grupo de remisiéon que padecian UC y en controles comparandolos con los

pacientes que presentaban CD [39].

La expresion de PPARY inducida por diversos estimulos como la presencia de
ciertas bacterias, puede conducir a la activacién de células pertenecientes al
sistema inmune innato y adaptativo, desencadenando ciertas vias que pueden
influir en diversos procesos fisiolégicos implicados en el desarrollo neurolégico
durante el embarazo [40]. Varios estudios muestran que los tres isotipos PPAR se
expresan en todos los tipos celulares del cerebro [41]. Estudios en ratas han
demostrado que los isotipos PPAR se co-expresan en el sistema nervioso durante
la embriogénesis tardia, entre los dias 13,5 y 18,5 de gestacion. Las diferencias
entre los tres isotipos PPAR son que PPAR 3 / & sigue siendo altamente expresado
en este tejido, pero el PPAR a y y disminuyen en el cerebro tras el parto [42].
Igualmente, se ha demostrado que la restriccion del crecimiento intrauterino
(IUGR) en ratas induce una disminucion en la expresién de PPAR y, promoviendo
la reduccion de los genes de sefalizacion Wnt. Esto puede contribuir a la alteracion
de la composicion celular del hipocampo, que a su vez, puede determinar una
alteracion del neurodesarrollo y posterior deterioro neurocognitivo en la

descendencia [43].
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Un estudio en nifios a los 18 meses de vida, encontré que los bebés de las
madres con el genotipo salvaje de PPAR y Pro12 presentaban un mayor desarrollo
cognitivo, lingliistico y motor, pero no en el socio-emocional comparado con los
que portaban el alelo Ala. Este polimorfismo se ha asociado con obesidad, diabetes

mellitus tipo 1], deterioro cognitivo y enfermedad neurodegenerativa [44].

Un punto importante a destacar es la capacidad que tiene PPARy de reducir
la expresion de citoquinas y la oxido nitrico sintasa (iNOS) pro-inflamatorias en
diversas células del cerebro y del sistema inmunolégico (macréfagos, células
microgliales y monocitos), influyendo en diferentes enfermedades neuronales
como la enfermedad de Alzheimer (AD), donde iNOS contribuye a su
neurotoxicidad [45]. Se sabe que PPARy regula los procesos inflamatorios en el
sistema nervioso central, pero diversos agonistas, como el RSG y la pioglitazona,
pueden influir en esta via que conduce a efectos neuroprotectores contra los
trastornos neurolégicos y neurodegenerativos [46]. Los estudios mencionados
anteriormente ponen de relieve la importancia del PPARy en relaciéon con la
inflamacién y la etapa embrionaria, donde varios procesos pueden causar un

desarrollo neuroldgico deficiente estando influenciado por la microbiota intestinal.

Relacion de la microbiota y el comportamiento alimentario asociado a la

obesidad

Se ha visto que la ingesta alimentaria puede conducir a varias enfermedades
incluyendo obesidad, diabetes, enfermedades del corazén y cancer, entre otras.
Una nueva via para controlar las enfermedades relacionadas con la nutricién
perjudicial, como son la obesidad o el sindrome metabdlico, se basa en la influencia
del cerebro en el comportamiento alimentario, implicando la composicién y la
funcionalidad de la microbiota intestinal. Este enfoque microbiano podria cambiar

la forma en que estos trastornos pueden ser investigados y evitados.

Se ha sugerido que una menor diversidad en la microbiota intestinal podria
estar asociada con un comportamiento alimentario no saludable y a un mayor
riesgo de obesidad [47]. La microbiota del intestino consiste en una comunidad

compleja formada por trillones de bacterias, donde su composicion va a depender

166



Capitulo 8: Influencia de la microbiota intestinal sobre el neurodesarrollo y la obesidad en el
nino

de la edad, sexo, familia, geografia y etnicidad del huésped [45,49] y puede ser
modulada por el uso de antibidticos, agentes farmacéuticos, prebioticos,

probioticos y la dieta [50,51].

La dieta ha sido identificada como el principal factor que influye en la
composicion de la microbiota intestinal observada en los obesos, inicialmente
relacionada con un fenotipo obesogénico. Sin embargo, los cambios inducidos por
la dieta en la microbiota intestinal parecen influir en el metabolismo energético del
huésped [52], destacando la necesidad de controlar ambas variables [53].
Recientemente, se ha sugerido que la microbiota intestinal puede controlar la
conducta alimentaria del huésped mediante diversos mecanismos potenciales. Los
mecanismos propuestos incluyen alteraciones de los ejes microbioma-intestino-
cerebro, producciéon de toxinas que pueden alterar el estado de dnimo con el
objetivo de aumentar la ingesta de alimentos por parte del huésped, alteraciones
de los receptores de diversa naturaleza con diferentes impactos en el
comportamiento alimentario o influencias sobre la saciedad [47].
El efecto de la dieta sobre la composiciéon de la microbiota intestinal es una via
muy estudiada [54], y se ha visto que los cambios de la comunidad bacteriana
pueden producirse dentro de las 24h al cambiar el tipo de dieta [55, 56]. El
componente de las grasas dentro de la dieta se ha asociado positivamente con
Bacteroides, los carbohidratos actian como sustrato para el crecimiento de
Prevotella [56], y la fibra dietética proporciona una fuente de energia para
Bifidobacteria, permitiéndole sobrevivir en el transito del tubo gastrointestinal y
persistir en el huésped [57]. Aparte del efecto de la dieta sobre la composicién de
la microbiota, las bacterias pueden alterar el comportamiento alimentario y las
preferencias alimentarias a través de diferentes mecanismos. Se ha propuesto
recientemente una relaciéon de retroalimentacion positiva entre las preferencias
dietéticas del huésped, el apetito y la microbiota intestinal [58]. La microbiota del
intestino puede influir en el comportamiento del huésped a través del eje
microbiota-intestino-cerebro [59], donde se ha visto que el nervio vago juega un
papel clave en esta comunicacién, regulando la conducta alimentaria y el peso
corporal [60]. Las bacterias son capaces de producir péptidos analogos de

hormonas de mamiferos y neuroquimicos implicados en el estado de animo y el
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comportamiento, la saciedad y el hambre [61]. La respuesta de anticuerpos de los
mamiferos contra los péptidos secretados por las bacterias es utilizada por estos
para alterar indirectamente el apetito del huésped mediante la estimulacion de la
produccion de autoanticuerpos [47]. Se estan llevando a cabo nuevas
investigaciones mediante analisis de funcionalidad, con el objetivo de investigar si
el comportamiento alimentario afecta a la estructura de la microbiota intestinal y
si esos cambios en la compoisciéon, pueden propagarse a las capacidades
metabodlicas de la comunidad bacteriana y el cerebro en relacién con dicho

comportamiento alimenticio.

Suplementos alimenticios y microbiota intestinal
= Acidos grasos y relevancia nutricional

La capacidad de la microbiota intestinal para fermentar los polisacaridos no
digeribles y los acidos grasos de cadena corta (SCFA), obteniendo acetato,
propionato y butirato, proporcionan al epitelio intestinal y al higado su principal
fuente de energia. Ademas, estos SCFAs estan implicados en la modulacién de la
respuesta inmune reduciendo la permeabilidad intestinal [62]. Se ha visto que el
acetato promueve la activacion de la lipogenesis y sintesis de colesterol. Esto, junto
con el enriquecimiento en los genes microbianos implicados en el metabolismo de
los carbohidratos podria promover la adiposidad y la obesidad [63]. Por otro lado,
la reduccién del nivel de butirato a través de la microbiota intestinal, contribuye al
desarrollo de la resistencia a la insulina. Los individuos con T2DM presentan una
menor proporcion de Clostridiales productores de butirato (Roseburia y
Faecalibacterium prausnitzii), y mayores proporciones de Clostridiales que no
producen butirato [64]. Ademads, se piensa que F. prausnitzii y Roseburia spp
protegen contra la translocacién bacteriana (asociada a la mucosa) a través de su
capacidad para producir butirato, y para reducir la inflamacién adiposa que
interviene en la resistencia a la insulina. Cabe destacar que el butirato tiene efectos
directos sobre la regulacion epigenética de la expresion génica, como un inhibidor

de la histona deacetilasa, que influye en la susceptibilidad a la TDM2 [65].
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En cuanto a los metabolitos de acidos grasos altamente insaturados (dcidos
grasos poliinsaturados (PUFA), dcido linoleico o dcido a-linolénico), se ha visto que
desempefian un papel esencial en la funcién de la membrana celular, el desarrollo
y la funcion del cerebro y del sistema nervioso, y en los procesos inflamatorios.
También se ha demostrado que algunas cepas bacterianas aumentan la actividad
de las desaturasas hepaticas en ratas, lo que da lugar a cantidades incrementadas
de acido araquidoénico derivado del acido linoleico [66]. Estudios recientes de
Stanton et al, demostraron que las bacterias intestinales pueden convertir los
acidos linoleico y linolénico en isdmeros bioactivos del acido linoleico conjugado
(CLA) y del acido a-linolénico conjugado [67]. Algunos autores ha publicado que
los CLAs, al activar algunos receptores nucleares, podrian desempefiar papeles
claves en la regulacién del metabolismo, pero todavia hay enormes discrepancias

entre los estudios en animales y humanos [68].

En particular, se ha demostrado recientemente que existe una relaciéon
bidireccional entre el DHA y la microbiota. EIl DHA puede alterar las poblaciones
microbianas intestinales, y algunas especies microbianas como Bifidobacterium

pueden mejorar la distribucién tisular de DHA especialmente en el cerebro [69].

Recientes estudios indican que la microbiota intestinal puede influir mucho
en muchos parametros neurofisioldgicos, incluyendo funciones cognitivas como el
aprendizaje, la memoria y la toma de decisiones [70]. La microbiota intestinal se ha
asociado con cambios en la expresion y liberacion del péptido intestinal y en la
expresion de los receptores de nutrientes, asi como en los cambios en el SNC
periférico. Los pacientes con enfermedades gastrointestinales, como la
enfermedad inflamatoria intestinal, presentan una microbiota intestinal aberrante
a veces asociada con trastornos psiquiatricos. En concordancia, se ha demostrado
que el tratamiento con probioticos (con Bifidobacterium longum str. NCC3001) en
ratones con colitis moderada altera el comportamiento cerebral, reduciendo el
comportamiento ansioso [71]. Por otra parte, la administracién de especies de
Bifidobacterium junto con n-3 PUFAs en modelo animal result6 en mayores
concentraciones de EPA en tejido hepatico y DHA en tejido cerebral en

comparacién con las concentraciones alcanzadas sin administracion bacteriana.
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Por lo tanto, la microbiota intestinal es capaz de influir en las concentraciones de

acidos grasos en otros tejidos distintos del intestino [69].

= Probiéticos
La definicion de probioticos del 2001 por la Organizacion Mundial de la Salud
consistid en "microorganismos vivos que, cuando se administran en cantidades
adecuadas, otorgan un beneficio para la salud del individuo" [72]. La influencia de
los probidticos se ha vinculado con la reduccién de tejido adiposo, hiperglucemia,
hiperinsulinemia, colesterol y niveles de leptina, pero sélo en estudios de animales
y adultos [73]. En nifios, la influencia de los probidticos ha sido estudiada por la
suplementacién materna y/o temprana de lactantes. Las vias de sus funciones
incluyen la modulacién de la microbiota intestinal del lactante a través de la
ingesta de leche materna o de la placenta y la reduccion de los factores de riesgo
(hiperglucemia, obesidad,..) en la madre [74]. Ademas, se ha demostrado que el
uso de probidticos durante el embarazo reduce el riesgo de preeclampsia y de
depresion posparto [75]. Los probiéticos mas cominmente usados forman parte

de la microbiota intestinal y son Lactobacilli, Bifidobacterium y Enteroccoci [76].

Varios estudios han demostrado cémo el uso de probidticos durante el
embarazo evita diversos trastornos posnatales. Se han realizado varios estudios
sobre la seguridad para el uso de probiéticos durante el embarazo y la lactancia.
Los estudios incluidos en un reciente metanalisis compararon Lactobacillus spp de
forma individual o en combinacion con Bifidobacterium spp frente a placebo; no se
comprobdé aumento en la incidencia de abortos espontaneos o malformaciones ni
diferencias significativas en el peso al nacer, la edad gestacional o la incidencia de
cesarea [77]. Sin embargo, un estudio reciente en madres embarazadas y lactantes
de mas de 13 meses de edad, mostr6 que la administraciéon prenatal seguida de la
administracién postnatal de Lactobacillus de forma aislada y la combinacién de

Lactobacillus con Bifidobacterium, protegia contra la dermatitis atopica [78].

En cuanto a la influencia de los probioticos en el neurodesarrollo y
desdrdenes psiquiatricos, existe evidencia de que la administracion de probioticos
a ratones con sintomas parecidos al autismo mejora su comportamiento a medida
que mejora su disbiosis. Sin embargo, no hay estudios similares en humanos, pero

si se han propuesto ensayos clinicos en adultos y poblaciones infantiles [79]. A

170



Capitulo 8: Influencia de la microbiota intestinal sobre el neurodesarrollo y la obesidad en el

nino

pesar de los hallazgos, hasta la fecha, se han realizado pocos estudios en relacion

con el uso de probioticos durante el embarazo y las posibles influencias sobre la

prevencion de enfermedades en la descendencia, y no hay estudios directos que los

relacionen con trastornos del desarrollo neurolégico, por lo que futuros estudios

en este campo estan garantizados.
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Influencia del estado metabolico materno
sobre el comportamiento de los hijos a los
3.5 anos de edad

Nieto-Ruiz A, Torres-Espinola FJ, Arias M, Lopez-

Torrecillas F, Campoy C

Resumen

Introduccion: La obesidad materna y la diabetes gestacional
pueden tener importantes consecuencias a nivel obstétrico y
producir efectos a largo plazo sobre la salud de los hijos. El
objetivo de este estudio fue investigar la relacién entre el estado
metabdlico materno y el desarrollo del comportamiento a los 3.5
anos en niflos nacidos de madres obesas y/o con diabetes

gestacional.

Métodos: De un total de 331 mujeres embarazadas incluidas en el
proyecto PREOBE, 133 mujeres y sus hijos fueron analizados en el
presente estudio. Las madres gestantes fueron distribuidas en
cuatro grupos segun su indice de masa corporal pre-gestacional y
el desarrollo de diabetes gestacional: Sobrepeso (n=23), obesidad
(n=20), diabetes gestacional (n=40) y normopeso como grupo
control (n=50). Las madres clasificaron los problemas de
conducta de sus hijos mediante el cuestionario Child Behavior
Checklist (CBCL) cuando éstos tenian 3.5 afos de edad. La
normalidad de las variables se estudi6 mediante la prueba de
Shapiro-Wilk, y la comparacién de los puntuaciones obtenidas

mediante el CBCL entre grupos de estudio, se realiz6 mediante los
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tests ANOVA, MANOVA y Chi-Cuadrado; para realizar dichos

analisis se ha utilizado el paquete estadistico SPSS vs 22.0.

Resultados: Se han comprobado diferencias significativas entre
los grupos de estudio en problemas de ansiedad (p=0.032) y en el
total de problemas de conducta (p=0.036); el anadlisis revelé que
las puntuaciones mas altas correspondieron a los nifios nacidos de
madres obesas/sobrepeso respecto a los nacidos de madre
normo-peso. Ademas, los hijos nacidos de madres con diabetes
gestacional mostraron a los 3.5 afios, puntuaciones
significativamente mdas altas en comportamiento agresivo
(p=0.038) y en problemas de internalizacién (p=0.026) frente a los

nifios nacidos de madres normo-peso.

Conclusiones: Los resultados encontrados concuerdan con otras
investigaciones y confirman la hipdtesis de que el estado
metabolico materno puede influir sobre el desarrollo del
comportamiento de los hijos. La obesidad y el sobrepeso durante
el embarazo y la diabetes gestacional se asocian con mas
problemas conductuales en los hijos a los 3.5 afios de edad. Estos
resultados podrian justificarse por el ambiente materno
patologico en el caso de obesidad/sobrepeso y/o diabetes
gestacional, donde se mantienen procesos inflamatorios de
distinto grado y alteraciones metabodlicas que podrian estar
implicadas en el desarrollo de problemas psico-conductuales del

nifo, tal y como se ha observado en el presente estudio
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los 3.5 afos de edad

Introduccion

La obesidad ha alcanzado proporciones epidémicas a nivel mundial y se ha
duplicado en todo el mundo desde 1980. Seglin la Organizacién Mundial de la
Salud (OMS) en 2014, mas de 1,9 millones de adultos mayores de 18 afios tenian
sobrepeso, de los cuales 600 millones eran obesos y 42 millones de nifios menores
de 5 afios tenian sobrepeso u obesidad en el afio 2013 [1]. En Espafia, el indice de
obesidad en la poblacién adulta es del 14,5% mientras que el sobrepeso asciende
al 38,5% [2]; en la poblacién infantil y juvenil las cifras son alarmantes, ya que el

13,9% padece obesidad y el 26,3% sobrepeso [3].

La obesidad materna estd entre las complicaciones mas comunes del
embarazo en el mundo desarrollado, afectando hasta el 40% de las mujeres y
asocidndose a consecuencias graves como aborto involuntario, diabetes
gestacional, trombo-embolismo, pre-eclampsia, parto disfuncional y hemorragia
post-parto entre otras. Ademas, estos efectos también se extienden al feto, neonato
y al nifio, aumentando el riesgo de padecer anomalias congénitas fetales, defectos
del tubo neural, muerte fetal, muerte neonatal, macrosomia, prematuridad,

sindrome metabdlico, diabetes tipo 2 y obesidad infantil [4].

La diabetes gestacional se estima que afecta hasta el 14% de los embarazos.
Se asocia a una mayor tasa de parto instrumental y cesarea, hipertension, diabetes
mellitus tipo 2, obesidad y morbilidad cardiovascular. Las implicaciones para el
feto y el neonato son muerte fetal precoz, muerte neonatal, anomalias congénitas,

macrosomia y complicaciones metabdlicas [5].

Mas alla de estas consecuencias, la obesidad y/o la diabetes maternas pueden
"programar la salud” de la descendencia y condicionar en los hijos un aumento del
riesgo de obesidad y trastornos metaboélicos asociados. Barker establecid la teoria
de la Programacion Metabdlica al relacionar el bajo peso al nacimiento junto a una
rapida ganancia ponderal postnatal, con un alto riesgo de padecer enfermedades
coronarias, hipertension, resistencia a la insulina y diabetes en la edad adulta [6].
Es importante por tanto, conocer qué cambios estructurales y funcionales se
producen en los oOrganos fetales segin el estado metabdlico materno, y asi

determinar la vulnerabilidad del feto y del recién nacido.
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La exposicion del feto a un ambiente intrauterino adverso, como el que se
produce en la obesidad materna y/o diabetes gestacional, aumenta el riesgo de
desarrollar diferentes trastornos del neurodesarrollo, como por ejemplo
problemas de atencidn, hiperactividad y ansiedad [7,8]. Existe evidencia cientifica
que demuestra que la obesidad materna y/o diabetes gestacional pueden
condicionar el desarrollo de la funcién cerebral de los hijos, determinando
alteraciones en el desarrollo de la funcién cognitiva. Tanda et al. [9] encontraron
una asociacién entre la obesidad materna pre-gestacional y un menor coeficiente
intelectual (IQ) en los hijos. Por otro lado, hijos nacidos de madres diabéticas
presentaron una alteracion del desarrollo psicomotor [10], un puntaje mas bajo en
desarrollo global y en el IQ respecto a los nifios nacidos de madres normo-peso
[11]. Sin embargo, los estudios que examinen los efectos del peso materno o de la
diabetes gestacional sobre el desarrollo de problemas psico-conductuales en el
nifio, son escasos y con resultados contradictorios o poco consistentes. Los
estudios realizados en cohortes nérdicas han demostrado que los nifios nacidos de
mujeres obesas tienen mayor riesgo de presentar sintomas de trastorno por déficit
de atencidn e hiperactividad (TDAH) [12] y alteraciones de la regulacién emocional
[13], que aquellos nacidos de madres con peso normal [12]. No obstante, Brion et
al. [14] no encontraron asociaciones consistentes entre el sobrepeso y la obesidad

antes del embarazo y problemas de comportamiento en edad escolar.

El objetivo de nuestro estudio ha sido evaluar la influencia del indice de masa
corporal materno y la existencia de diabetes gestacional sobre el comportamiento

del nifio a los 3.5 afios de edad.

Métodos

Diseiio del estudio

El presente estudio se ha llevado a cabo en el marco del Proyecto de Excelencia
PREOBE (www.proyectopreobe.com), (Junta de Andalucia, ref. n? P06-CTS-
02341), llevado a cabo entre 2008 y 2012, en los Hospitales Universitarios San
Cecilio y Materno-Infantil de Granada con los siguientes criterios de inclusién y

exclusion:
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Criterios de Inclusién

¢ Grupo I: Embarazadas con diabetes gestacional.

¢ Grupo II: Embarazadas con sobrepeso pre-concepcional (252IMC<30).
¢ Grupo III: Mujeres gestantes con obesidad pre-concepcional (IMC=30).
¢ Grupo IV: Embarazadas sanas y normopeso (18.52IMC<25).

e Edad materna entre 18 y 45 afios.

e Embarazos simples y no complicados.
Criterios de Exclusion

e Embarazadas que estuvieran participando en otro estudio de investigacion.

e Embarazadas que recibieran cualquier tipo de tratamiento farmacolégico.

e Embarazadas con cualquier otra enfermedad distinta a las incluidas en los
criterios de inclusién, tales como hipertension, pre-eclampsia, infeccién durante la
gestacion, hipotiroidismo, hipertiroidismo, enfermedades hepaticas o renales,
malnutricién materna o crecimiento intrauterino retardado.

e Embarazadas con dieta extravagante o dieta vegana.

El diagnéstico de diabetes gestacional fue realizado por los facultativos del
hospital correspondiente y se basé en una prueba oral de tolerancia a la glucosa,
interpretada de acuerdo con los criterios del Grupo Nacional de Datos de Diabetes
[15] y la III Conferencia Internacional sobre Diabetes Mellitus Gestacional [16]. Las
madres con diabetes gestacional fueron incluidas en el protocolo seguido en los
Servicios de Endocrinologia y Nutricion de ambos Hospitales, donde fueron
tratadas con antidiabéticos orales o terapia de insulina, dependiendo de su
necesidad, y siguieron recomendaciones dietéticas especificas. Esta intervencion
no fue parte del presente estudio. Las madres del grupo con sobrepeso y obesidad
que no desarrollaron diabetes gestacional no recibieron ninguna intervencidn,

excepto las recomendaciones dietéticas habituales.

Se obtuvo la aprobacién del estudio por parte del Comité de Etica en
Investigacion de la Universidad de Granada y de los comités de Bioética para la

investigacion clinica de los Hospitales Universitario San Cecilio y Materno-Infantil
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de Granada. Al inicio del estudio, y antes de su inclusion en el proyecto, se obtuvo

la firma del consentimiento informado de cada una de las participantes.

El proyecto PREOBE se trata de un estudio observacional longitudinal para
analizar el efecto a medio-largo plazo de la obesidad y la diabetes materna durante
la gestacion sobre el desarrollo de los hijos. En la figura 1 se describe la muestra de
estudio utilizada para este andlisis; se reclutaron un total de 345 embarazadas
entre las 12 y 20 semanas de gestacion, de las cuales 331 continuaron en el estudio
hasta el momento del parto. Las gestantes se distribuyeron en cuatro grupos
dependiendo del IMC previo al embarazo y el desarrollo de diabetes gestacional:
Peso normal (n=50), Sobrepeso (n=23), Obesidad (n=20), Diabetes gestacional
(n=40).

Madm: gestantes proyecls

PRECBE
Ne3FT B
Mot o-paso Sobiepeso Obesidad Drabetes
Gestacional
N=132 N=58 H=64 N=79
—= h=4 —= =2 —s 4212 S—
Fama: -
H= 310 MN=128 =54 MH=52 MN=T6
—t E=}
- —* A=23 —* An24 — A=28
— 6=7
L5 :
CBC .lnn:?::n:ﬂ}? H=50 H=23 W=20 MN=40
Panidiemnies Fendispi=s Pendientes Fendianbes
ealuar: =1 wvaliar: H=8 evaluar N=§ avaluar: Msg

Figura 1: La figura muestra los abandonos desde el parto hasta los 3.5 afios de edad de los
nifios. A=abandonos y E=exclusiones (1 lactante en el parto debido a una cardiopatia
congénita y otro antes de los 6 meses de seguimiento debido a una inmunodeficiencia
severa).

Se han realizado controles a las madres en las semanas 20, 24, 34 de
gestacion, en el momento del parto, al 62 mes postparto y al afio. Tras el

nacimiento los nifios han sido supervisados en los 3 primeros dias de vida, a los 3,
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6, 9, 12, 18 meses, a los 2 afios y a los 3.5 afios (Figura 2). Se llevaron a cabo
encuestas socioecondmicas, médicas, de habitos de vida (incluyendo actividad
fisica), nutricionales tanto a la madre durante la gestacion como a su hijo durante
los primeros 3.5 afnos de vida; ademas, se realizaron antropometria y estudio de la
composicion corporal (bioimpedancia) maternos y en sus hijos evaluacion del
crecimiento, neurodesarrollo y desarrollo de la conducta hasta los 3.5 afos de
edad En el presente estudio, se han analizado los datos obtenidos del cuestionario
de comportamiento Child Behavior Checklist (CBCL) a los 3.5 afios de edad y para
su analisis se han tenido en cuenta diferentes factores confusores tales como la
edad materna, IQ materno, nivel educativo, tipo de trabajo, nivel socioeconémico,

tipo de parto, ndmero de hijos, peso al nacimiento o tipo de alimentacién postnatal.

METODOLOGIA Disefio del Estudio

345 EMBARAZADAS

DIABETES SOBREPESO

25zIMC<30

OBESIDAD
IMC 230

EMBARAZADAS SANAS
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12-20 24 34sem Parto

K [ [
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Figura 2. Esquema del estudio evolutivo realizado en madres e hijos participantes en el
estudio PREOBE.
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Evaluacion del comportamiento

El Child Behavior Checklist (CBCL) es un instrumento de evaluacion
neuropsicolégica del desarrollo del comportamiento internacionalmente
reconocido, mediante el cual los padres o cuidadores del nifio asignan una
puntuacion acerca de los problemas de conducta del mismo, ademas de las
competencias adquiridas. El CBCL también puede ser usado con el fin de medir los
cambios comportamentales y emocionales del nifio a lo largo del tiempo. Para este
estudio, se utilizé la versiéon CBCL 1%-5, que se compone de 101 elementos
divididos en dos escalas y una global [17]. La escala de problemas de
internalizacion estd compuesta por cuatro sindromes: Emocionalidad reactiva,
ansiedad/depresion, quejas somaticas (somatizacion) e introversion. La escala de
problemas de externalizacién estd compuesta por dos sindromes: Problemas de
atencién y comportamiento agresivo. Ademadas, mediante este test se evaltian
problemas de suefio, afectivos, de ansiedad, generales del desarrollo, déficit de
atencién e hiperactividad (TDAH) y de oposicion desafiante, basados en los
criterios diagndsticos del DSM IV (Manual diagnéstico y estadistico de los
trastornos mentales). La escala de problemas totales, engloba todos los items
evaluados. Las puntuaciones en cada escala se dividieron en tres variables: normal,
limite y clinica (patolégica). En el presente estudio, hemos utilizado la version
espafola validada y los valores de corte alemanes, que son similares a los

espafoles.
Analisis estadistico

A los 3.5 afios de seguimiento se ha realizado un anadlisis estadistico de los
resultados comportamentales obtenidos hasta el momento. Para ello, se ha

utilizado el paquete de programas estadisticos SPSS vs 22.00.

Se obtuvo un primer analisis descriptivo para toda la muestra, calculando la
media, mediana, desviacién tipica (SD), minimos, maximos, asi como el error
estandar de la media [en las tablas se muestran la media (X), desviacion tipica (SD)

y tamafio muestral por cada grupo (n).

Se ha contrastado la normalidad de las variables cuantitativas mediante el

test de Shapiro-Wilk, y en el caso de no normalidad se aplicaron métodos no
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paramétricos. Para la comparacion de las puntuaciones del CBCL segun los grupos
de estudio se utilizaron los métodos de ANOVA y Kruskal-Wallis (no paramétrica)
y un Modelo Lineal General Multivariante (MANOVA). Una vez determinadas las
diferencias estadisticamente significativas se procedié a realizar una comparacion
por pares (post hoc) usando la correccion de Bonferroni para comparaciones
multiples. Para estudiar la asociacidn de variables categdricas se ha utilizado el test
de Chi-cuadrado (x?) o test exacto de Fisher. En todos los casos se estableci6 el

nivel de significancia cuando p<0.05.

Resultados

De un total de 331 mujeres embarazadas incluidas en el proyecto PREOBE, 133
madres y sus hijos fueron incluidos en el presente estudio, como analisis

preliminar.

El andlisis de las puntuaciones obtenidas en el CBCL segun los diferentes
grupos de estudio revel6 diferencias significativas a favor de los nifios nacidos de
madres normo-peso (Tabla 1). En problemas de internalizacién (p=0.026), los hijos
de madres con diabetes gestacional presentaron un mayor porcentaje de patologia
clinica que los nifios de madres con obesidad y normo-peso, pero estas diferencias
desaparecen al realizar la comparaciéon post hoc mediante el método de correccién
de Bonferroni. En la puntuacién total de problemas de conducta (p=0.036)
encontramos que los hijos nacidos de madres con sobrepeso presentan mayor
porcentaje de patologia clinica que los nacidos de madres sanas normo-peso; los
hijos de madres diabéticas o con obesidad no difieren de forma significativa de
ningln grupo. Para realizar un andlisis secundario, y tras descartar que no habia
diferencias entre los grupos de obesidad y sobrepeso, se unificaron los grupos de
estudio de la siguiente forma: Normo-peso (n=50), Sobrepeso/Obesidad (n=43) y
Diabetes gestacional (n=40) (Tabla 2). Encontramos que los hijos nacidos de
madres obesas/sobrepeso presentaron puntuaciones mas altas en problemas de
ansiedad (p=0.032) comparados con los nifios nacidos de madres sanas normo-
peso; los hijos de madres diabéticas gestacionales no difieren de ninguno de los

dos grupos. Ademas los hijos nacidos de madres con diabetes gestacional
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mostraron puntuaciones significativamente mas altas en comportamiento agresivo

(p=0.038) respecto a los nifios nacidos de madres sanas normo-peso; sin embargo,

los hijos de madres con sobrepeso/obesidad no difieren de ninguno de los dos

grupos (Figuras 3y 4).
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Figura 3. Representacion de las diferencias significativas encontradas en las puntuaciones
de los items del test CBCL tras la comparacién entre nifios nacidos de madres
obesas/sobrepeso frente a aquellos nacidos de madres sanas normo-peso.
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Figura 4. Representacion de las diferencias significativas encontradas en las puntuaciones
de los items del test CBCL tras la comparacion entre nifios nacidos de madres con diabetes
gestacional frente a aquellos nacidos de madres sanas normo-peso.



Tabla 1. Efecto del estado metabdlico materno (obesidad, sobrepeso y diabetes gestacional) en la puntuacion del CBCL de sus hijos alos
3.5 afios de edad, comparado con hijos nacidos de mujeres normo-peso (grupo control).

Normo-peso Sobrepeso Obesidad Diabetes
p
(n=50) (n=23) (n=20) gestacional (n=40)
Normal 95,92%:2 81,82%:2 85,00%:= 92,31%:?
Emocionalidad
Reacti Borderline 4,08%:2 18,18%2 15,00%2 7,69%:2 0.179
eactiva
Patologia Clinica 0,00%2 0,00%2 0,00%> 0,00%:=
Normal 86,00%:, 78,26%: 80,00%: 80,00%:
Ansiedad/
b » Borderline 10,00%: 13,04%: 20,00%:> 12,50%> 0.775
epresion
Patologia Clinica 4,00%: 8,70%:2 0,00%:= 7,50%:2
Normal 96,00%:2 82,61%:2 90,00%:= 92,50%:2
Quejas
Sométi Borderline 0,00%:2 4,35%¢ 10,00%2 0,00%:a 0.067
omaticas
Patologia Clinica 4,00%: 13,04%:> 0,00%:= 7,50%:2
Normal 88,00%:? 78,26%2 100,00%3 95,00%:a
Introversion Borderline 2,00%32 4,35%:a 0,00%2 2,50%:2 0.179

Patologia Clinica 10,00%:> 17,39%:2 0,00%:2 2,50%:2



Problemas de

Suefio

Problemas de

Atencién

Conducta

Agresiva

Problemas de

Internalizacion

Problemas de

Externalizacion

Normal
Borderline
Patologia Clinica

Normal
Borderline
Patologia Clinica
Normal
Borderline
Patologia Clinica
Normal
Borderline
Patologia Clinica
Normal
Borderline

Patologia Clinica

90,00%:2

8,00%:2

2,00%>

98,00%>

2,00%>

0,00%>

78,00%>

8,00%?

14,00%>

92,00%>

4,00%2

4,00%2

86,00%>

6,00%2

8,00%>

95,65%:2
4,35%>
0,00%:2

95,65%:2
4,35%¢
0,00%:

56,52%¢

17,39%

26,09%¢

86,96%:2
0,00%>

13,04%:>

60,87%:2
8,70%2

30,43%>

100,00%>
0,00%:2
0,00%:2
100,00%>
0,00%:
0,00%:
65,00%:=
0,00%:=
35,00%:2
80,00%:
20,00%:=
0,00%>
60,00%:2
10,00%:>

30,00%>

95,00%:=

5,00%>

0,00%:2
90,00%:2
10,00%>

0,00%:2
65,00%:2
10,00%>
25,00%:2
80,00%:=

5,00%>
15,00%>
67,50%¢
10,00%>

22,50%¢

0.877

0.283

0.214

0.026

0.109



Problemas

Totales

Problemas

Afectivos

Problemas de

Ansiedad

Problemas
Generales del

Desarrollo

Problemas
Déficit Atencion e

Hiperactividad

Normal
Borderline
Patologia Clinica
Normal
Borderline
Patologia Clinica
Normal
Borderline
Patologia Clinica
Normal
Borderline
Patologia Clinica
Normal
Borderline

Patologia Clinica

90,00%:2

8,00%:2

2,00%>

94,00%>

0,00%>

6,00%?

86,00%>

6,00%?

8,00%?

0,00%>

98,00%>

2,00%2

100,00%:=

0,00%>

0,00%>

73,91%:>
4,35%>
21,74%>
78,26%3P
0,00%:
21,74%¢
73,91%¢
13,04%:>
13,04%>
0,00%>
95,65%:?
4,35%:2
95,65%:2
4,35%:2

0,00%:2

95,00%:
5,00%>
0,00%3»
70,00%"b
5,00%>
25,00%:2
90,00%:2
5,00%>
5,00%>
0,00%:a
100,00%:=
0,00%:2
95,00%:2
5,00%:

0,00%>

92,50%:
0,00%:2
7,50%32b
80,00%:ab
5,00%>
15,00%>
77,50%:2
20,00%>
2,50%>
0,00%2
100,00%:=
0,00%2
90,00%:2
7,50%:2

2,50%:2

0.036

0.064

0.261

0.637

0.181



Normal 92,00%:2 78,26%? 80,00%:2 80,00%:2

Problemas de
Borderline 8,00%:> 21,74%:> 15,00%:> 20,00%> 0.182
Oposicion Desafiante

Patologia Clinica 0,00%2 0,00%:= 5,00%:= 0,00%:=

Los datos son porcentajes

P =Test de Chi Cuadrado. Valores que no comparten el mismo sufijo (abc) son significativamente diferentes en la comparacién por pares (post hoc)

usando la correccién de Bonferroni.



Tabla 2. Efecto de la obesidad/sobrepeso durante el embarazo o la diabetes gestacional en el desarrollo comportamental de sus
hijos a los 3.5 afios de edad, comparado con hijos nacidos de mujeres normo-peso (grupo control).

CBCL Scores at 3.5 Sobrepeso/Obesidad
Normo-peso (n=50) Diabetes gestacional (n=40) p
years (n=43)
Emocionalidad Reactiva 54.08+5.42a 57.00 + 6.87a 57.00+ 6.553 0.089
Ansiedad/Depresion 54.66% 5.123 57.49 + 6.83a 55.85 + 6.752 0.095
Quejas Somaticas 55.92 + 6.92a 57.00 + 7.60a 57.28 + 6.832 0.627
Introversion 56.34 + 6.38a 57.35 % 6.60a 56.35 + 6.64a 0.709
Problemas de Suefio 56.28 + 8.554 57.53+7.30a 54.80 + 5.81a 0.247
Problemas de Atencién 54.16 £+ 5.60a 55.93 £ 4.70a 54.03 £ 4.75a 0.673
Conducta Agresiva 53.20 + 3.94a 54.28 +4.52ab 55.72+5.93p 0.038
Problemas de

Internalizacion 53.08 £ 8.47a 56.14 £10.15a 54.87+10.22a 0.304



Problemas de

50.04 + 7.50a 52.56 + 6.862 53.03 + 8.562 0.133
Externalizacion
Problemas Totales 51.92 + 8.002 55.77 + 8.822 54.45 +9.12a 0.094
Problemas Afectivos 55.56 + 6.032 58.33 + 7.402 56.28 + 5.882 0.112
Problemas de Ansiedad 55.04 + 6.302 59.23 +8.88p 56.67 £8.21ab 0.032
Problemas Generales del
56.52 + 6.62a 57.95 + 7.30a 56.55 * 6.62a 0.536
Desarrollo
Problemas Déficit
53.62 + 5.12a 54.84 + 4.90a 54.60 + 5.17a 0.469
Atencioén e Hiperactividad
Problemas de Oposicion
53.40 + 4.01a 54,16 + 4.83a 55.85 + 6.78a 0.087

Desafiante

Los datos son media (X) + desviacion tipica (SD)
P = Analisis Multivariante de la Varianza (MANOVA). Valores que no comparten el mismo sufijo (abc) son significativamente diferentes

en la comparacion por pares (post hoc) usando la correccion de Bonferroni.



Capitulo 9: Influencia del estado metabdlico materno sobre el comportamiento de los hijos a
los 3.5 afos de edad

Discusion

En el presente estudio hemos explorado la relacién entre sobrepeso, obesidad y/o
diabetes gestacional durante el embarazo y el riesgo de los hijos de desarrollar
problemas de conducta a los 3.5 afios. Los resultados encontrados muestran que
los hijos nacidos de madres obesas, con sobrepeso y con diabetes gestacional
presentan mayores niveles de problemas conductuales que los nacidos de madres

Sanas normo-peso.

Estos hallazgos se podrian justificar si se tiene en cuenta que en los
embarazos de madres obesas/sobrepeso y/o con diabetes gestacional, el
desarrollo fetal se produce en un entorno metabélicamente adverso, con un status
inflamatorio continuado durante la gestacién, lo que podria estar implicado en la

etiologia de determinados trastornos neuro-conductuales en la infancia.

En anteriores publicaciones de este estudio, se observo que los hijos de
madres obesas mostraban a los 6 meses de edad un desarrollo cognitivo y del
lenguaje superior respecto a aquellos nacidos de madres con sobrepeso, diabetes
gestacional y sanas normopeso. Este efecto, aparentemente positivo, de la
obesidad materna no solo desaparecia a los 18 meses de edad, sino que los hijos
nacidos de estas embarazadas mostraban un enlentecimiento en el
neurodesarrollo entre los 6 y los 18 meses de edad respecto a los demds grupos de

estudio [18] .

Los resultados del presente estudio son similares a los de otras
investigaciones empiricas, donde se ha relacionado la diabetes gestacional con un
menor IQ, problemas de lenguaje, de atencién, de conducta e impulsividad en los
hijos [19]. Heejoo Jo, et al. 2015, en una investigacion sobre la relacion entre el IMC
pre-concepcional y el desarrollo psicosocial en la infancia, determinaron que los
nifios cuyas madres eran severamente obesas antes del embarazo tenian un mayor
riesgo de padecer problemas emocionales, TDAH, autismo o retraso del desarrollo
[20]. Los resultados obtenidos en el presente analisis corroboran las hipotesis
establecidas por Torres-Espinola F] et al, donde se sugeria un efecto precoz

aparentemente beneficioso de la obesidad materna que al desaparecer a los 18
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meses sugerian la probabilidad de efectos negativos a largo plazo, como se ha

podido observar alos 3.5 afios [18].

Nuestros resultados pretenden aumentar el interés sobre el estudio de la
influencia de la obesidad y el sobrepeso materno y la diabetes gestacional en el
desarrollo del comportamiento y del sistema nervioso central de los hijos; de este
modo se conseguira avanzar en el conocimiento acerca de los efectos negativos
que pueden provocar las alteraciones metabdlicas maternas en las diferentes
etapas del desarrollo de los hijos. Esto es de gran importancia, ya que actualmente
no existen muchas investigaciones dedicadas especificamente al desarrollo de la
conducta, especialmente con madres obesas o en aquellas que desarrollan diabetes

gestacional.

La nutricion es el factor ambiental mas importante que va a influir en el
neurodesarrollo durante las etapas prenatal y neonatal [21], por tanto, las
deficiencias nutricionales asociadas a la obesidad materna y diabetes gestacional
van a repercutir en el desarrollo cerebral del feto, condicionando el desempefio
ejecutivo durante la maduracién, el desarrollo cognitivo y la salud mental durante
la infancia. Actualmente no se conocen con exactitud los mecanismos implicados
entre estas asociaciones, por lo que se necesitan mas estudios sobre factores
ambientales y genéticos especificos que identifiquen los verdaderos factores de
riesgo asociados al desarrollo de enfermedades mentales y de la conducta; solo de
este modo se podra contribuir a determinar el impacto especifico de cada uno de
ellos y a comprender las diferencias individuales durante la infancia, lo que
ayudara a promover programas de intervencion especificos destinados a mejorar

el desarrollo integral del nifio.

Conclusiones

=Tanto la obesidad/sobrepeso como la diabetes gestacional maternas se
asocian a un mayor riesgo de desarrollo de problemas comportamentales en los

hijos a los 3.5 afios de edad.
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= El control nutricional y metabdlico de las embarazadas obesas es necesario
y se debe establecer desde el inicio de la gestacion para evitar las consecuencias a
largo plazo sobre el desarrollo de la conducta de sus hijos.

=El control de la diabetes gestacional establecido en los Hospitales de
Granada se muestra insuficiente para evitar los problemas conductuales
observados en los hijos a los 3.5 afos de vida. Es necesario realizar un estudio
serio de los protocolos clinicos de actuacidn en las embarazadas diabéticas como
poblacion de riesgo.

=Se comprueba la necesidad de realizar mas estudios longitudinales que
permitan determinar los efectos a largo plazo del estado metabdlico materno sobre
los hijos, y poder identificar posibles estrategias de intervencion en los nifios para
minimizar las consecuencias adversas de una gestaciéon con riesgo metabdlico

sobre la descendencia.
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CHAPTER 10

The BDNF Val66Met genetic polymorphism
does not modify the association between
Body Mass Index (BMI) and Major

Depression

Rivera M, Rovira P, Gutierrez B, Ching-Lopez A,
Molina E, Martin-Laguna MV, Aneiros-Giraldez G,
Ibanez-Casas |, McKenney K, Ruiz-Pérez |,

Rodriguez-Barranco M, Cervilla J

Abstract

Introduction: Depression and obesity are highly prevalent
diseases in the general population and leading causes of disease
burden and disability worldwide. A recent meta-analysis has
shown that obesity increases the risk of developing depression
and that depression is a predictive factor of overweight and
obesity, confirming a bidirectional relationship between both
disorders. The association between the BDNF Val66Met
polymorphism and depression has been described in several
studies. Besides, this polymorphism has also been associated with
eating behavior, eating disorders and body mass index (BMI). The

aim of this study is to investigate the genetic influence of the
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BDNF Val66Met polymorphism in relation to BMI in a population

sample of individuals with depression versus controls.

Methods: We performed a case-control study including 277
individuals with depression and 825 healthy controls from the
Granad)p and PISMA-ep studies from the region of Andalusia
(Spain). The MINI interview was used to establish the diagnostic
of depression. Height and weight data reported from each
individual was wused to calculate BMI using the formula:
weight(kg)/height(m)2. T-tests were used to analyze the
association between BMI and depression. Lineal regression
models for quantitative traits assuming an additive genetic model
were applied to test the association between the BDNF Val66Met
polymorphism and BMI. Finally, we performed interaction
analysis between the Val66Met polymorphism, BMI and
depression. The statistical analyses were carried out with the

software PLINK v1.06.

Results: We found a statistically significant association between
BMI and depression. The individuals with depression had
significantly higher BMI values compared to controls (cases:
BMI=27.60 (SD=5.86); controls: BMI=26.68 (SD=4.45); t=-2.74,
p=0.006). No significant differences were found in the allelic or
genotypic frequencies distribution when depression cases and
controls were compared. Linear regression analysis did not show
a significant association between the Val66Met polymorphism and
BMI, neither in the whole sample nor when cases and controls
were analyzed separately. No interaction between the Val66Met

polymorphism and depression in relation to BMI was found.

Conclusions: Our results show an association between BMI and
depression confirming the results from previous studies.
However, our study does not support the implication of the BDNF
Val66Met polymorphism in the genetic relationship between BMI

and depression.
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Chapter 10: The BDNF Val66Met genetic polymorphism does not modify the association
between Body Mass Index (BMI) and Major Depression

Introduction

Major depression or depression is one of the most common mental illnesses
and the second leading cause of disability worldwide, being the most usual cause of
absenteeism from work and a major contributor to the burden on our health care
systems [1,2]. According to the World Health Organization (WHO), more than 350
million people are affected around the world and lifetime prevalence estimates

vary from 3% (japan) and 16.9% (USA), varying usually between 8 and 12% [3].

On the other hand, obesity is also a complex disorder and a serious public
health concern. According to the WHO more than 1900 million people (39% of the
total world population) were overweight in 2014, of which 600 million (13%)
were obese. Furthermore, this number is growing, and nowadays there are in the

world more than the double of obese people than 30 years ago (WHO 2009).

There have been described in the literature multiple "co-morbidities"
between depression and a large variety of disorders, such as Alzheimer, Parkinson,
multiple sclerosis, stroke, cardiovascular disorder, chronic fatigue syndrome,
rheumatoid arthritis, diabetes type 1 and 2, metabolic syndrome and obesity,
among others. Specifically, depression and physical disorders are commonly
comorbid, which has been recognized as an increasingly important clinical and

global health issue [4].

A recent review on the comorbidity of depression and physical disorders
showed that there is a high prevalence of depression in individuals with these
disorders suggesting that depression may significantly impact the medical
outcome of these patients, usually leading to a worse evolution of their baseline
pathologies and to a higher mortality. Besides, patients with physical disorders are

at higher risk of suffering depression [5].

Among these physical disorders, one of great interest is obesity, a problem
not only with increasingly prevalence in high-income countries but also
dramatically on the rise in low- and middle-income countries. In fact, depression
and obesity are becoming main contributors to disease burden and disability

worldwide [1].
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There is solid evidence thatobesity-related disorders are increased
among depressed individuals [6]. In this context, an association between obesity
and depression has been described, suggesting that higher body mass index (BMI)
increases the risk for depression [7]. Moreover, people with depression are more
likely to be overweight or obese compared to psychiatrically-healthy controls [6],
particularly in individuals with atypical depression, in whom increased appetite

and weight gain are more prevalent.

Although the association between depression and obesity has been
repeatedly investigated in numerous studies, the reasons and direction of this
association remains unclear [8]. Several mechanisms to explain why these two
disorders frequently co-occur have been proposed. Firstly, people with obesity are
more likely to become depressed due to psychological factors such as low self-
stem, body dissatisfaction, social stigma or eating patterns. Secondly, increased
food intake, reduced physical activity and/or sedentary lifestyle, as well as
antidepressant treatment are risk factors to induce weight gain in individuals with
depression. Thirdly, both depression and obesity involve pathophysiological
overlapping mechanisms, such as inflammation and hypothalamic-pituitary-
adrenal (HPA) axis dysfunction. Besides, both disorders may share some genetic

variance [8-10].

The BDNF gene encodes for a secreted neurotrophin involved in different
neural processes as supporting, protection and survival of neurons in the central
nervous system (CNS) [11]. This neurotrophin also regulates energy balance and
homeostasis, food intake, and feeding behavior [12]. The BDNF gene has also been
implicated in neurogenesis during the early development and it has emerged as an
important regulator of synaptogenesis and synaptic plasticity mechanisms
underlying learning and memory in the adult CNS [11]. Furthermore, it regulates

synaptic transmission and activity dependent plasticity [13].

This nerve growth factor has antidepressant-like effects in animals and may
be implicated in the etiology of mood-related phenotypes [14]. In fact, it has been
related to stress vulnerability, which poses it as a candidate gene to study organic

disorders where stress is present, as obesity and eating disorders. Furthermore,
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changes in BDNF concentrations have been found in different parts of the brain in

patients of schizophrenia, bipolar disorder and depression [15].

A widely studied common genetic variant in the BDNF gene, the Val66Met
polymorphism (also known as rs6265), has to be highlighted due to its functional
implications. This single nucleotide polymorphism (SNP) entails not only protein
structural changes but also functional changes in neural circuitries. This
polymorphism has been considered as a risk factor for schizophrenia, major
depression, ADHD, bipolar disorder and many other psychopathologies [16,17].
Particularly, genetic association studies of this SNP conducted in major depressive
disorder (MDD) have yielded inconsistent results [14]. Two recent meta-analyses
of the BDNF Val66Met polymorphism and MDD have shown no significant
association of this variant with MDD [14,18]. However, Verhagen et al found that
this polymorphism was of greater importance in the development of MDD in men
compare to women [14]. Most recently, Hosang et al. performed a systematic
review and meta-analysis of the interaction between stress ant the BDNF Val66Met
polymorphism, and found that Met allele significantly moderates the relationship

between life stress and depression [19].

In a recent study investigating the involvement of BDNF in human
psychopathology, Erns et al. identified five subjects with deletions encompassing
the entire BDNF gene. Interestingly, the group with the deletion displayed varied
phenotypes that included neurodevelopmental, behavioural and mood disorders,

in addition to being obese or overweight [20].

Besides, candidate gene studies carried out in obesity have reported at least
127 candidate genes shown to be associated with obesity or obesity-related traits.
From them, the most widely replicated BMI and obesity genes include the BDNF

gene, among others (For a review see [21]).

In view of the involvement of the BDNF Val66Met polymorphism in
depression and obesity, the aim of the present study was to investigate the

influence of this variant on the association between depression and BMI.
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Methods

Study design and sample

The sample included in this work comprises individuals from two studies,
the Granad) p [22] and PISMA-ep [23], both aiming to establish the prevalence of
major psychiatric disorders such as schizophrenia and other psychosis, bipolar
disorder and major depression in Andalusia and to identify genetic and

environmental risk factors for such conditions.

The Granad))p is a cross-sectional epidemiological study based on a
representative sample of the adult population living in Granada (Andalusia, Spain).
It was designed as a pilot study of a larger cross-sectional study which would cover
the region of Andalusia, the PISMA-ep study. The individuals were selected from
the general population using a sampling method based in regional subdivision of
rural or urban areas. All participants with ages between 18 and 80 years were

selected to participate in the study.

The exclusion criteria were similar in both studies: being outside this age
range, having lived in Andalusia for less than a year, having difficulties to
communicate fluently in Spanish, being too ill to be able to complete the interview,
having a diagnosis of dementia or mental retardation, living in an institution,
having moved or not living normally at the address we had been given by the users
database, and erroneous data from the users database (for example an incomplete
address). The participants excluded were replaced with others matched for age,

sex and location.

Both studies used the same assessment methods. Information about clinical,
psychological, socio-demographic, anthropometric measurements, medical
conditions, life style and other environmental variables, such as stressful life
events and childhood maltreatment, were obtained from each participant.
Individuals who also agreed to participate in the genetic analysis gave specific
informed consent and provided a biological sample. The common methodology
and characteristics of both GranadXp and PISMA-ep studies have been described in

more detail elsewhere [22,23].
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A total sample of 1,102 individuals, 277 cases (210 from the PISMA-ep and
67 from the Granad)p) with a diagnostic of major depression and 825
psychiatrically healthy controls (338 from the PISMA-ep and 487 from the
Granad)'p) were included in this study. All participants were of white European
ancestry.

Clinical measures

In both studies, the Mini-International Neuropsychiatric Interview (MINI)
was used to ascertain the diagnosis of major depression. Interviews were
conducted by fully trained psychologists and took place either in the participant’s

local primary healthcare center or in their homes.

The MINI is an interview which consists of 1 or 2 screening questions and
depending on the answer of them, the individual will or will not proceed to answer
the rest of that part of the test. This interview generates Axis | DSM-IV and ICD-10

diagnoses of major depression.

Phenotypic data
In both studies, self-reported weight and height were obtained during the
interview to calculate their body mass index (BMI), defined as weight in kilograms

divided by height in meters squared (kg/m?2).
Genotyping

A biological sample (saliva) was obtained from each participant using
Oragene DNA saliva collection kit (OG-500; DNA genotek Ink). DNA was extracted
following standard procedures. The DNA was stored at -80 °C and the
concentration was measured by absorbance, using Infinite® M200 PRO multimode

reader. (Tecan, Research Triangle Park, NC).

The samples from the Granad)p study were genotyped using TagMan®
OpenArray™ Genotyping System (Applied Biosystems, Foster City, California,
USA), according to the manufacturer’s instructions. The raw data was analyzed
with the TagMan Genotyper v1.2 software (Applied Biosystems, Foster City,
California, USA). A total of 91 single nucleotide polymorphisms (SNPs) were
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analyzed in the Granad)p study. The genotypic information for the BDNF

Val66Met polymorphism was extracted to be analyzed in this study.

The PISMA-ep study samples were genotyped for the BDNF Val66Met
polymorphism using TagMan® StepOnePlusTM Real-Time PCR System (Applied
Biosystems, Foster City, California, USA) following manufacturer’s instructions.

Raw data were analyzed with the system software.

Statistical analysis

Pearson’s Chi? tests were performed to compare distribution of sex,
working status, marital status, educational level and BDNF Val66Met polymorphic
variation between cases and controls. Additionally, T-Tests were carried out to
analyze possible differences in age and BMI means between both groups. The SPSS

statistical software was used to perform these analyses.

Hardy-Weinberg equilibrium was tested in the entire sample, and then

separately in cases and in controls using PLINK v1.06 software [24].

Linear regression models for quantitative traits assuming an additive
genetic model were carried out to test for the association between BMI and BDNF
Val66Met polymorphism. Depression status, sex, age and province were included
as covariates in the model. In a second step, linear regression models were
performed separately in depressive cases and controls, including sex, age and

province as covariates.

We also tested for the interaction between BDNF Val66Met polymorphism
and depression on BMI. Statistical analyses were carried out using the statistical

package PLINK v1.06.

We calculated statistical power using QUANTO software version 1.2.4
(http://hydra.usc.edu/gxe/). According to such calculations, our sample size had
80% power (confidence interval of P<0.05) to detect a gene-by-environment
interaction effect of at least 1.8 if we assumed an additive genetic model, a

prevalence for depression of 10%, a 38% prevalence for obesity (as reported by
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Wang et al,, 2011) and a frequency of the hypothesized risk allele (BDNF Met66) of
0.22 (as described in Spanish population by Gutiérrez et al., 2015) [25].

Results

Participants

Among 277 cases, 194 (70%) were women and 83 (30%) were men
whereas in the control group, 46.10% were women and 53.90% were men. The
distribution of sexes was found to differ significantly between both groups, with an
excess of women in the group of cases (%= 47.76, p<0.00001). In addition, cases
were significantly younger than controls (mean age * s.d.: 49.27 + 15.17 years and
53.49 + 16.19 years, respectively; t= 3.820, p<0.001). However, no differences
were found for educational level (x?= 2.986, p= 0.560).

Association between BMI and Major Depression

There was a significant association between BMI and major depression (t=-
2.736, p=0.006). Depressed individuals showed higher BMI values in comparison
to controls (BMI in cases= 27.60 (SD=5.86); BMI in controls 26.68 (SD=4.45); t=-
2.74, p=0.006).

Association between BDNF Val66Met polymorphism and Major

Depression

BDNF Val66Met genotypic frequencies were found to be in Hardy Weinberg
equilibrium in the whole sample (x2 = 0.442; df= 2; p= 0.801) and both in
depressive cases (x2 =0; df= 2; p=1) and controls (x2= 0.577; df= 2; p= 0.75),
supporting absence of genotyping artifacts. No significant differences in the
distribution of allelic (x2 = 1.036; df=1; p= 0.307) or genotypic (x2 = 1.376; df= 2;
p= 0.503) frequencies were found when comparing depressive cases and controls

(Table 1). Association results did not change after adjusting by sex and age.
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Table 1. BDNF Val66Met allelic and genotypic frequencies in

cases with major depression and controls

Cases Controls
Allelic frequencies
Met 105 (18.95%) 346 (20.97%)
Val 449 (81.05%) 1,304 (79.03%)

v*=1.04, df= 1, p=0.301

Cases Controls
Genotypic
frequencies
Met/Met 10 (3.61%) 31 (3.76%)
Met/Val 85 (30.69%) 284 (34.42%)
Val/Val 182 (65.70%) 510 (61,82%)

x*=1.38; df=2; P= 0.503

Association between BDNF Val66Met polymorphism and BMI

BMI was not found to differ according to BDNF Val66Met genotypes (B= -
0.126, p= 0.628). These results remained robust after adjusting by sex, age,
province or depression status (3= -0.0388, p= 0.875). No evidence of association

was found between BMI and BDNF Val66Met polymorphism when cases and
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controls were analyzed separately (Cases: 3= -0.531, p= 0.382; Controls: 3=0.173,
p=0.504).

Interaction between BDNF Val66Met polymorphism and Major

Depression on BMI

We did not find a significant interaction between genotype and major
depression in relationship to BMI (= -0.7079, p= 0.229) taking into account sex,

age and province as covariates (Figure 1).

Figure 1: BMI in cases with major depression and controls
according to BDNF Val66Met genotype
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Discussion

We have investigated the influence of the BDNF Val66Met polymorphism on
the association between depression and BMI in a general population sample of

depressed cases and controls from the Granad) p and PISMA-ep studies [22,23].
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There were statistically significant differences in BMI between depressed
cases and controls, being higher in individuals with depression. These results
agree with the ones reported in previous studies [26,28]. The fact that individuals
with depression have higher BMI than controls could be due to different reasons
including side effects of antidepressant treatment, sedentary lifestyle or an
increase of food intake. Genetic causes can also contribute to the comorbidity

between depression and obesity [9].

We did not find a significant association between the Val66Met
polymorphism and depression. These results are in line with previous studies
[18,29]. Association studies of the BDNF Val66Met polymorphism in MDD have
reported conflicting results. A meta-analysis performed by Verhagen et al in 2010,
investigated the association of the BDNF Val66Met polymorphism with MDD in
2,812 patients and 10,843 controls from 14 case-control studies. They found
significant allelic (Met vs Val) and genotypic (Met/Met vs Val/Val) associations
with MDD in men. However, the overall meta-analysis did not find any significant
genetic association between this polymorphism and MDD [14]. Besides, a more
recent meta-analysis including 23 studies provided no evidence of the association
of the Val66Met polymorphism with major depression. Only 2 studies included in
the meta-analysis showed significant associations with major depression, but the

conclusions were opposed [18].

The association between the Val66Met polymorphism and BMI was also not
statistically significant in our study. These results are in line with other reports
[30-36]. However, when we analyzed the group of cases and controls separately,
we found in the group of cases that individuals carrying the Val/Val genotype had
higher BMI values than individuals with Val/Met or Met/Met genotypes. In
controls, the individuals carrying the Met/Met genotype were the ones with higher
BMI values. Previous studies have found Met allele [37] or Met/Met genotype [38]
associated with obesity. On the contrary, other studies found an association
between the Met/Met genotype with lower BMI [39,40]. However, the Val allele
and the Val/Val genotype [41,42] have been reported to be associated with

increased BMI.
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Our study did not find a significant interaction between the BDNF Val66Met
polymorphism and major depression in relation to BMI. To our knowledge, there
are no previous studies investigating this interaction. However, a previous study
investigating the genetic relationship between the FTO gene, BMI and major
depression, in a sample consisting of 3,734 depression cases and 2,499 controls,
found an interaction between several polymorphisms in the FTO gene, BMI and
major depression. The effect of the FTO gene variants on BMI was increased in

those subjects who had experienced depression [27].

This study has certainly some limitations that deserve to be mentioned. The
main limitation of our study is its sample size, which supposes a limited power to
detect small and even moderate effects. However, other studies with higher
number of individuals came to the same conclusion when the association between
BMI and the Val66Met polymorphism was tested [41]. Another limitation of this
study is the use of self-reported height and weight measures to calculate BMI.
However, a previous study including self-reported data and height and weight

directly measured, found the same pattern of results [27].

This is the first study investigating the relationship between the BDNF Val66Met
polymorphism, BMI and major depression concurrently. Our results show an
association between BMI and depression confirming the results from previous
studies. However, our study does not support an interaction between the BDNF
Val66Met polymorphism, BMI and major depression. Future studies involving
bigger sample sizes will be required to clarify the role of this variant in the

relationship between BMI and major depression.
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