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Equidad segtin sexo y género en la investigacion de la enfermedad de Alzheimer
Trabajo final de grado

I. RESUMEN / ABSTRACT

A lo largo de los afios, con la sobrerrepresentacion de los hombres en las investigaciones
cientificas, se han obtenido resultados y conocimientos sesgados perjudicando a las mujeres.
Sin una representacion de ambos sexos, no se puede asegurar que aquello que se ha descubierto
en un sexo sea aplicable para el otro. En estos ultimos afios, ha ganado importancia el estudio
de las diferencias sexuales y se han redactado una serie de recomendaciones (como las guias
SAGER) para garantizar la equidad de sexo y género en las investigaciones biomédicas.
Respecto a las enfermedades neurodegenerativas, se conoce que existen destacadas diferencias
en la incidencia, la gravedad, la progresion y el prondstico de varios de estos trastornos. Es por
ello por lo que es primordial analizar las diferencias sexuales para mejorar el conocimiento de
la enfermedad y asi obtener terapias farmacoldgicas mas efectivas.

Para evaluar esta problematica en la situacion actual, se procede a una revision de 41 articulos
procedentes de PubMed de los ultimos 5 afios sobre estudios preclinicos utilizando ratones,
ratas y perros para el estudio de la enfermedad de Alzheimer. Los resultados indican una
mayoria de estudios realizados en animales machos, seguido de ambos sexos y, por ultimo y
en igual numero, los realizados en hembras y los que no concretaron el sexo. De esta manera,
se confirma que sigue existiendo un sesgo de sexo en la investigacion de la enfermedad de
Alzheimer y esto podria aplicarse a otras patologias.

Palabras clave: sesgo; sexo; diferencias sexuales; enfermedades neurodegenerativas;
Alzheimer; modelo animal.

Over the years, with the overrepresentation of men in scientific research, biased results and
knowledge have been obtained to the detriment of women. Without a representation of both
sexes, it cannot be ensured that what has been discovered in one sex is applicable to the other.
Recently, the study of sexual differences has gained importance and a series of
recommendations have been written (such as the SAGER guidelines) to guarantee sex and
gender equity in biomedical research.

Referring to neurodegenerative diseases, it is known that there are significant differences in the
incidence, severity, progression, and outcome of several of these disorders. That is why it is
essential to analyze sexual differences to improve knowledge of the disease and thus obtain
more effective pharmacological therapies.

To assess this problem in the actual situation, a review of 41 articles from PubMed from the
last 5 years on preclinical studies using mice, rats, and dogs for the study of Alzheimer's disease
is carried out. The results show most studies were carried out on male animals, followed by
both sexes and, lastly and in equal number, those carried out on females and those that did not
specify the sex. In such a way, it is confirmed that there is still a sex bias in Alzheimer's disease
research, and this could be applied to other pathologies.

Keywords: bias; sex; sexual differences; neurodegenerative diseases; Alzheimer; animal
model.

pe.- 1
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IL. INTEGRACION DE LOS TRES AMBITOS DOCENTES

Este trabajo de final de grado (TFG) sobre la equidad seglin sexo y género en la investigacion
de la enfermedad de Alzheimer abarca tres &mbitos docentes principales. El &mbito principal
es el de la Fisiologia y Fisiopatologia, pero también incluye otros dmbitos como el de la
Bioquimica y Biologia Molecular y el de la Farmacologia y Terapéutica. Estos tres ambitos
forman parte de un conjunto de &mbitos que integran la Licenciatura en Farmacia.

La revision estd estrechamente relacionada con el ambito de la Fisiologia y Fisiopatologia
debido a que este TFG trata sobre las enfermedades neurodegenerativas. En ¢él, se explican las
diferencias de sexo en algunas de las patologias y, més en profundidad, se explica la
fisiopatologia de la enfermedad de Alzheimer (EA), de sus sintomas clinicos y de alteraciones
en la genética. El ambito de la Bioquimica y Biologia Molecular también estd presente en el
trabajo, especialmente cuando se habla de los modelos animales transgénicos mas utilizados
en la investigacion del Alzheimer. Estos animales modificados genéticamente presentan las
mutaciones que se encuentran en pacientes de EA familiar para, de esta manera, poder observar
y estudiar las placas amiloides y ovillos neurofibrilares, tipicas acumulaciones patoldgicas
caracteristicas de la enfermedad. Gracias a estos animales transgénicos se puede estudiar mas
profundamente la enfermedad y nuevos agentes terapéuticos. Esto ltimo se relaciona con el
ambito de la Farmacologia y Terapéutica que es la rama de la farmacologia que estudia la
aplicacion de los farmacos en la curacion y/o prevencion de las enfermedades. También cabe
comentar que, en la revision a los diferentes articulos de EA, muchos de los estudios trataban
de analizar la efectividad de nuevos tratamientos (o ya existentes) y de nuevos enfoques para
tratar la enfermedad.

III. IDENTIFICACION Y REFLEXION SOBRE LOS OBJETIVOS PARA EL
DESARROLLO SOSTENIBLE (ODS)

En este trabajo se hace una revision para evaluar la equidad segun sexo y género en la
investigacion de la enfermedad de Alzheimer. Este trabajo impacta en los seres humanos y mas
concretamente en las mujeres, ya que suelen ser las mas perjudicadas en ambito, y por lo tanto
se considera que los ODS tratados en este TFG se engloban dentro del &mbito de Personas.

El primer ODS que se puede identificar es el objetivo 3 ‘Garantizar una vida sana y promover
el bienestar de todos a todas las edades’, concretamente en la meta 3.4 ‘De aqui a 2030, reducir
en un tercio la mortalidad prematura por enfermedades no transmisibles mediante su
prevenciéon y tratamiento, y promover la salud mental y el bienestar’. La falta de
representacion femenina en estudios clinicos y de hembras en estudios preclinicos provoca un
sesgo que no garantiza que se obtengan resultados fiables y de calidad. Es por eso por lo que
si los estudios se hicieran con equidad se podrian obtener nuevos descubrimientos en base a la
prevencion o tratamiento en los dos sexos. Otra meta es la 3.8 ‘Lograr la cobertura sanitaria
universal, incluida la proteccion contra los riesgos financieros, el acceso a servicios de salud
esenciales de calidad y el acceso a medicamentos y vacunas inocuos, eficaces, asequibles y
de calidad para todos’. Si nos aseguramos de que los estudios que se han realizado incluyen
ambos sexos y se hace un analisis de los resultados segtn el sexo, tendremos medicamentos
eficaces y de calidad para ambos sexos.
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El segundo y tltimo ODS que se puede identificar es el objetivo 5 ‘Lograr la igualdad de género
y empoderar a todas las mujeres y las nifias’, concretamente en la meta 5.1 ‘Poner fin a todas
las formas de discriminacién contra todas las mujeres y las nifias en todo el mundo’. Tanto en
los estudios preclinicos como clinicos predomina el sexo masculino como sujeto de
investigacion y de esta manera se discrimina al sexo opuesto.

IV. INTRODUCCION

En toda investigacion biomédica el objetivo principal es obtener conocimiento y proponer
soluciones a problemas de salud de las personas y de la poblacion. El problema se encuentra
cuando en el disefio de estas investigaciones se padece un sesgo de sexo y género. En este caso,
(como se puede asegurar que la evidencia obtenida en aquella investigacion es igual de
relevante o valida para ambos sexos? (1).

La sobrerrepresentacion de los hombres como sujetos de investigacion ha provocado que
cientificos y médicos hayan informado nuestra comprension de la salud y de la enfermedad
respecto a este sexo, a menudo perjudicando a las mujeres, las personas transgénero y las
personas no binarias o no conformes con el género (2).

En contra, en el caso de algunas enfermedades como la Esclerosis Multiple o la Osteoporosis,
el sesgo es al contrario debido al uso de modelos animales utilizando principalmente sujetos
hembras, de los cuales se obtendran resultados sesgados para los hombres (1).

Esto puede explicar por qué, incluso después de que los estudios en animales sugieran que un
tratamiento serd seguro y efectivo, mas del 80% de las terapias potenciales fallan cuando se
prueban en personas (3). Por lo tanto, existe una clara necesidad de que la investigacion con
animales sea mas fiable y reproducible (4).

Debemos tener presente que el sexo es una variable bioldgica critica que afecta a los resultados
experimentales, asi como la fisiologia y la patologia, y que, por lo tanto, deberia de estar
controlada. No encontrar diferencias entre sexos es tan significativo como encontrar la
presencia de una diferencia sexual. Por lo tanto, es importarte conocer no solo cuando hay
diferencias sino también cuando no las hay.

Para mejorar el valor y la reproducibilidad de los experimentos con animales, se requieren
ensayos con un numero equilibrado de ambos sexos donde también se informe de la edad, el
origen, el tipo de estabulacion y el estado de salud de los animales (5).

A lo largo de los afios las investigaciones en neurociencia también han ignorado a las mujeres.
No obstante, la neurociencia no es la tnica disciplina biomédica que exhibe sesgo sexual (6).
En un estudio publicado en 2011 se obtuvieron unos resultados (Figura 1) que sefalaban a la
neurociencia, la farmacologia, la fisiologia y la endocrinologia como las disciplinas con
mayores sesgos sexuales en el uso de animales de investigacion a fecha del afio 2009 (7):

pe. 3



Equidad segtin sexo y género en la investigacion de la enfermedad de Alzheimer
Trabajo final de grado

100

[ % Unspecified
80 Bl % Both

60 B % Female

40 B % Male

20

% of animal articles in 2009

0
N I I )
¢ &o‘? R \\°‘ 0\09 o ‘\,5\\(’ o\oQ

O F O L F & °
«z}‘b & Qv\\‘\a N Qé)b bo“(\ é‘*a 4
Q}\G W ¥ Q‘@ g <& >
)
@
X
%Q

Figura 1: Distribucion de estudios por sexo y disciplina en 2009. Porcentaje de articulos que
describen investigaciones con animales no humanos que utilizaron sujetos masculinos,
femeninos, tanto masculinos como femeninos, o que no especificaron el sexo de los sujetos

(7).

Esto sucede aun conociendo la existencia de un claro sesgo sexual en la incidencia, prevalencia
y el prondstico de muchos trastornos neurodegenerativos. La alta incidencia de estas
enfermedades en una poblacion cada vez mds envejecida ha despertado el interés por
comprender la relevancia del sexo en la progresion de estas enfermedades y su tratamiento (8).

Por ultimo, es importante definir los términos sexo y género, ya que tienen diferentes
significados y ambos afectan a los resultados de las investigaciones. Los autores deben conocer
y diferenciar estos términos para evitar confusiones en sus trabajos (9):

El sexo es la clasificacion de los seres vivos en hombre o macho y mujer o hembra,
segun sus Organos reproductivos y las funciones que les asignan sus cromosomas (9).
El género es como se percibe una persona, si como hombre o como mujer (9). Se refiere
a roles, normas, identidades y relaciones de poder construidos socioculturalmente (10).
El género también se expresa en términos de masculinidad y feminidad (11).

El sexo se puede usar tanto para humanos, animales u organismos o materiales derivados de
ellos, como células y tejidos, mientras que el género, en general, se usa solo para humanos (5).

V. OBJETIVOS

1.

Entender que el sexo y el género son una variable biologica que debe ser considerada
en los estudios preclinicos y clinicos.

Ser consciente de la importancia de estudiar las diferencias sexuales de una enfermedad
para conocer mejor la fisiopatologia y poder optimizar el tratamiento farmacolégico.
Motivar el uso de individuos, células y tejidos de sexo femenino debido a que son
cohortes igual de validas que las del sexo contrario.

Presentar iniciativas de cambio que fomentan la integracion de sexo y género: guias
SAGER y ARRIVE y también organizaciones como el NIH o el CIHR.

Conocer que en las enfermedades neurodegenerativas hay un importante sesgo de sexo
en la incidencia, la gravedad, la progresion y el prondstico de varios de estos trastornos.
Conocer la base fisiopatologica y genética de la enfermedad de Alzheimer y los
modelos animales mas utilizados para su estudio.

Realizar una revision de articulos donde se investiga la enfermedad de Alzheimer en la
fase preclinica y analizar qué sexo se emplea, la especie y el modelo animal utilizado
y, por ultimo, comentar los resultados obtenidos.
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VI. METODOLOGIA

Para alcanzar los objetivos planteados anteriormente, se llevo a cabo una revision de articulos
en diferentes plataformas.

En la primera parte del trabajo, se parti6 de reviews facilitadas por la tutora para tener una
perspectiva general del tema de la revision. Ademads, a partir de estas reviews se obtuvieron
mas articulos, otras reviews y comments interesantes para incluir el trabajo. También se realiz6
una busqueda en la base de datos PubMed y como requisito solo se utilizaron articulos que
fueran de acceso libre (free full text). El grupo editorial mas frecuente fue Elsevier y algunas
de las revistas mas utilizadas fueron Nature, PLoS Medicine o Biology y Neuroscience and
Biobehavioral Reviews. Por ultimo, también se obtuvo informacion de la pagina web del US
General Accounting Office (GAO).

En la segunda parte de trabajo, se realiz6 una biisqueda de articulos en la base de datos PubMed
para conocer el estado actual de sesgo de sexo y género en la investigacion de la enfermedad
de Alzheimer. Los términos que se utilizaron para iniciar la busqueda fueron: ‘(Alzheimer
disease[Title]) AND (animal model)’. A raiz de esta buisqueda, se aplicaron los criterios de
inclusion (articulos publicados en un maximo 5 afios, que fueran en inglés y que se realizaran
con animales) y exclusion (ensayos clinicos, reviews o metaanalisis y que no fueran free full
text). De un total de 526 articulos relacionados con la enfermedad de Alzheimer, solo 41 fueron
revisados en base a los criterios de inclusion/exclusion (Figura 2).

IDENTIFICACION DE ESTUDIOS
VIA BASE DE DATOS

g |
= |
| Z
Estudios identificados a través =
de la bisqueda en PubMed E 1
= | >
(n=526) ) 3
S |
=
Estudios excluidos por fecha |
de publicacién > 5 afios
(n=400)
f Estudios excluidos por no ser
— de acceso libre )
(n=51) = |
r, 5 \ v =
Estudios excluidos por ; )
haberse realizado en humanos § < : ]
. (n=13) 3
Estudios excluidos por no z I
—> estar escritos en inglés
. L (n=4) )
Estudios excluidos: revisiones,
comentarios, metaanalisis... D —
L (n=17)
L _ ]
Z
Estudios incluidos en la Q i
revision % 1
(n=41) =
Z

|
Figura 2: Esquema que muestra como los articulos se incluyeron en la revision en funcion de
la bisqueda en PubMed.
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VII. RESULTADOS

VII-1. PRESENCIA DE SESGO DE SEXO Y GENERO EN LAS INVESTIGACIONES
CIENTIFICAS

El sesgo sexual, que todavia estd presente en la mayoria de las disciplinas de investigacion,
prefiere sujetos masculinos a pesar de los cambios legislativos de los ultimos afios (1).
Aunque hay algunas areas especificas en las que es completamente apropiado que solo se deba
investigar un sexo, como el comportamiento relacionado segun el sexo o las interacciones
farmacoldgicas con las hormonas gonadales especificas al sexo, es dificil justificar la exclusion
de las mujeres o, de hecho, de los hombres de muchos otros tipos de investigacion (1).

Los cientificos a menudo han utilizado un solo sexo (generalmente el masculino) para los
experimentos y han aplicado los hallazgos a ambos sexos, sin fundamentos sélidos. Este tipo
de extrapolaciones pueden causar resultados nocivos no intencionales para el sexo no estudiado
y pérdidas economicas (5).

En 1997 la agencia estadounidense FDA (Food and Drug Administration) public6é un informe
donde mostré que, generalmente, las mujeres estaban subrepresentadas en los ensayos clinicos
y que, incluso cuando se estudiaron en un numero suficiente, los datos de los ensayos no se
analizaron para encontrar diferencias en las respuestas a los medicamentos entre los dos sexos.
Esta falta de conocimiento puede crear una brecha critica en la informacion sobre la mejor
manera de adaptar las terapias farmacologicas a las mujeres (12).

Realizar un andlisis adecuado del sexo no es simplemente una cuestion de determinar si los
hombres y las mujeres difieren en un resultado especifico, sino que también es una cuestion de
hacer buena ciencia. En el caso de un ensayo clinico, por ejemplo, encontrar que un tratamiento
es efectivo solo para hombres o mujeres puede tener una aplicacion inmediata, pero investigar
por qué fue efectivo solo en un sexo podria eventualmente conducir a un mejor tratamiento
tanto para hombres como para mujeres (13).

Después de décadas de investigacion, en su mayoria excluyendo a las mujeres, los
investigadores comenzaron a darse cuenta de que los hombres y las mujeres tienen grandes
diferencias mas alld de sus sistemas reproductivos (5).

En 1999 el IOM (Instutite of Medicine) of the National Academy of Sciences formé el
Committee on Understanding the Biology of Sex and Gender Differences (5) y en 2001
publicaron un informe concluyendo que “el sexo importa” y “ser hombre o mujer es una
importante variable humana bésica que debe ser considerada al disefiar y analizar estudios en
todas las areas y en todos los niveles de la investigacion" (9).

Gracias a la investigacion en biologia humana durante la Gltima década, actualmente se acepta
ampliamente que las funciones fisiolégicas normales y muchas funciones patoldgicas estan
influenciadas por diferencias basadas en el sexo (5) y esto ha ayudado a que las mujeres estén
mejor representadas en los ensayos clinicos.
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VII-2. PRESENCIA DE SESGO DE SEXO Y GENERO EN LOS ESTUDIOS
PRECLINICOS: IN VIVO

Los sujetos masculinos (células o animales) ain dominan en la investigacion preclinica y tiene
consecuencias perjudiciales para la salud de las mujeres y la calidad de la ciencia. En el caso
contrario, la investigacion con modelos animales que utilizan sujetos femeninos en
determinadas enfermedades (Esclerosis Multiple u Osteoporosis) provoca un sesgo que, en este
caso, afecta a hombres que también padecen estas enfermedades. De cualquier manera, los
cientificos estan produciendo resultados que comprometen a la mitad de la poblacion (1).

En la investigacion preclinica los machos constituyen la ‘norma’ y la ‘poblaciéon estandar’
relevante. Los resultados que se obtienen raramente se cuestionan debido a la capacidad de
generalizacion al resto de poblacion. Sin embargo, cuando la investigacion se realiza en
hembras a menudo se denomina ‘especifica del sexo’ o ‘relevante para el sexo’, no pudiéndose
aplicar al resto de poblacion (14).

Los problemas inesperados derivados de un ensayo clinico podrian reducirse al estudiar las
posibles diferencias sexuales en los efectos de los farmacos, los efectos adversos y los
mecanismos de accion durante la fase preclinica. Por lo tanto, es muy importante integrar el
sexo como una variable bioldgica para la investigacion preclinica (5).

También es importante y necesaria la integracion de datos de ambos sexos para aumentar
nuestra comprension sobre los mecanismos de una enfermedad y para abrir el camino hacia
estrategias diagnosticas y terapéuticas novedosas y avanzadas (14).

En 2009 se extrajeron datos de la base de datos Thomson Reuters Web of Science para investigar
el uso de animales hembra en estudios para determinadas enfermedades y compararlo con la
prevalencia de esas enfermedades en mujeres de todo el mundo. Se concluyd que menos del
45% de los estudios en animales sobre trastornos de ansiedad y depresion usaron mujeres, a
pesar de que los diagnodsticos de estos trastornos son el doble de habituales en mujeres que en
hombres. Asimismo, las mujeres tienen mas accidentes cerebrovasculares que los hombres, y
con peor prondstico, pero solo el 38% de los estudios en animales sobre accidentes
cerebrovasculares utilizaron mujeres. De nuevo, solo el 52% de los modelos utilizaron hembras
en el estudio de las enfermedades tiroideas cuando son de 7 a 10 veces mas comunes en mujeres
que en hombres (15).

Algunos investigadores discuten que estudiar ambos sexos en la investigacion basica y
preclinica es poco practico y caro. Al requerir el doble de células y animales se aumenta, no
solo presupuesto, sino también la carga de trabajo para la investigacion, lo que podria ralentizar
el progreso de la investigacion.

Por el contrario, incluir ambos sexos y estudiar sus diferencias en las etapas tempranas de la
investigacion ahorrard mas dinero y tiempo que estudiarlo en ensayos clinicos que son mas
costosos y prolongados. De esta manera, se previene una situacion mas costosa y peligrosa
como seria la retirada de medicamentos después de su comercializacion debido a diferentes
efectos adversos imprevistos en un sexo determinado.
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Por consiguiente, es probable que el andlisis del sexo como una variable en la investigacion
basica y preclinica ahorre dinero a largo plazo al aumentar la reproducibilidad de la
investigacion y minimizar el fracaso de los ensayos clinicos (5).

VII-3. DIFERENCIAS RELACIONADAS CON EL SEXO Y GENERO EN LA
RESPUESTA PARA ALGUNOS MEDICAMENTOS

A medida que aumenta el conocimiento de la farmacologia y la toxicologia de los
medicamentos, se ha hecho evidente que los hombres y las mujeres difieren en sus respuestas
al tratamiento farmacolédgico. Esto sucede por diferencias fisiologicas, como el peso corporal,
la altura, el area de superficie corporal, el agua corporal total, entre otras, y por diferencias en
la farmacocinética y la farmacodindmica (11). También se deben tener en cuenta la presencia
de hormonas sexuales enddgenas y, de igual importancia, la presencia de hormonas sexuales
exdgenas (como por ejemplo los medicamentos anticonceptivos) (12).

Aproximadamente una cuarta parte de todas las mujeres en edad fértil utilizan anticonceptivos
orales y esto puede afectar a la respuesta de otros medicamentos. Estas interacciones pueden
disminuir el efecto anticonceptivo o aumentar la toxicidad del otro farmaco. Un ejemplo seria
los medicamentos para tratar la epilepsia que pueden hacer menos efectivo el medicamento
anticonceptivo o, por el contrario, ciertos medicamentos antidepresivos que pueden aumentar
la potencia anticonceptiva, pudiendo llegar a niveles toxicos. Esto provoca que se requiera mas
o menos dosis del medicamento recetado (12).

Numerosos casos han destacado que ambos sexos metabolizan los farmacos de forma diferente
y que la eficacia puede depender del sexo (16):

Un ejemplo es el caso del zolpidem, un hipnético que ayuda a dormir, que se comercializ6 en
1992 y se recetd a millones de mujeres con unas dosis dentro de las pautas de dosificacion.
Aun asi, muchas mujeres informaron de una alteraciéon del estado de alerta durante la
conduccion a la mafiana siguiente de la toma del medicamento. En 2013, la FDA cambi¢ las
pautas de dosificacion para las mujeres debido a que dosis similares a las prescritas para los
hombres presentaban mayores riesgos para la salud de las mujeres, debido a las diferencias
relacionadas con el sexo en las tasas de eliminacion (17). Si en los estudios preclinicos se
hubieran incluido animales de ambos sexos y se hubieran estudiado las diferencias entre ellos,
se podrian haber evitado estos efectos adversos.

Otro caso con el que se debe ajustar la pauta de dosificacion seglin el sexo es el propranolol,
un beta-bloqueador que se usa habitualmente para tratar la hipertension, los ritmos cardiacos
anormales y la angina de pecho, debido a que con su administracion se obtiene, a igual dosis
ingerida en hombres y mujeres, una concentraciéon sanguinea mas alta del farmaco que
permanecerd 8 horas mas en el organismo en el caso de las mujeres (12).

Estos casos no son aislados ya que entre los afios 1997 y 2000, la agencia estadounidense FDA
retird6 del mercado diez medicamentos que habian sido recetados. Ocho de los diez
medicamentos presentaban mayores riesgos para la salud de las mujeres: cuatro de ellos
causaron mas efectos adversos en las mujeres porque se les recetaron con més frecuencia que
a los hombres, sin embargo, los otros cuatro fueron prescritos por igual a hombres y mujeres,
pero el riesgo para las mujeres fue mayor (18).
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Esto sugiere que las diferencias fisiologicas entre hombres y mujeres predisponen a las mujeres
a algunos efectos adversos relacionados con los medicamentos (5). Estos efectos adversos se
hicieron mas evidentes en informes posteriores a la comercializacion, principalmente porque
los estudios preclinicos se realizaron con sujetos principalmente masculinos (19).

VII-4. ;POR QUE EXISTE UNA TENDENCIA REACIA A UTILIZAR INDIVIDUOS,
CELULAS Y TEJIDOS DE SEXO FEMENINO?
Las posibles razones por las que las mujeres y las hembras mamiferas no se han incluido en la
investigacion durante tanto tiempo van desde:
A. La suposicion de que lo que se encontré en los machos también es valido para las
hembras (1).
B. La preocupacion de que el ciclo estral pueda aumentar la heterogeneidad de la
poblacion de estudio (9).
C. Laideade ‘proteccion’ de las mujeres al no incluirlas en la investigacion para no afectar
a su salud (20).
En el pasado, las mujeres en edad fértil fueron excluidas de los primeros ensayos clinicos
debido a defectos de nacimiento u otros resultados negativos, lo cual es, sin duda,
comprensible. Pero ;por qué se hizo lo mismo con las células, tejidos y modelos animales
femeninos? (1).
La razon por la que no se utilizaron mujeres en la investigacion preclinica es simple: es mas
facil y barato usar machos como sujetos de investigacion. Sin embargo, el precio lo pagara no
solo el grupo de investigadores sino también aquellas personas que no tendrdn nuevos
tratamientos efectivos (21).

Los investigadores quieren resultados claros y la preocupacion de que el ciclo estral los altere
ha evitado que los investigadores utilicen animales hembra (5).

Sin embargo, en un metaanalisis de 293 articulos se controlaron los rasgos conductuales,
morfologicos, fisiologicos y moleculares en ratones macho y hembras evaluadas sin tener en
cuenta la etapa del ciclo estral. No se encontr6 una variabilidad significativamente mayor en el
caso de las hembras, pero si para los machos en algunos de los rasgos. De hecho, la mayor
variabilidad encontrada, tanto en machos como en hembras, fue la provocada por el enjaulado
en grupo que aumento la variabilidad en un 37% (22).

Por lo tanto, las suposiciones de que las hembras como cohortes son mas variables y de que se
debe realizar un seguimiento del ciclo estral en el caso de que se incluyan en estudios
preclinicos son erréneas (1).

VII-5. INICIATIVAS DE CAMBIO: GUIAS SAGER Y OTRAS

Han surgido iniciativas para fomentar la integracion del sexo y género en todas las etapas de la
investigacion, desde la hipdtesis hasta la publicacion, por parte tanto de organizaciones que
financian, como la European Commission (EC), Canadian Institutes of Health Research
(CIHR), y el US National Institutes of Health (NIH), como de revistas cientificas donde
podemos encontrar las guias SAGER (Sex and Gender Equity in Research) y ARRIVE (Animal
Research: Reporting of In Vivo Experiments), entre otras (5).
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El Canadian Institutes of Health Research (CIHR) es la agencia de inversion en investigacion
de la salud del Gobierno de Canadd. Para mejorar la integracion de sexo y género en las
investigaciones, el CIHR est4 usando 4 enfoques (5):

1.

Notificacion obligatoria de la integracion de sexo y género para todas las solicitudes de
investigacion (22).

Incorporacion de una persona que muestre experiencia en sexo y género para el tema
de investigacion que se estd tratando (defensor de sexo y género). Esta persona es la
responsable de garantizar de que el sexo y el género sean un componente esencial del
objetivo de la investigacion, el disefio del estudio, los métodos experimentales, el
andlisis de datos y la interpretacion de los resultados obtenidos (5).

Inclusion de una plataforma transversal dentro de grandes empresas de investigacion
con el objetivo de garantizar que las preguntas relevantes sobre sexo y género se
estudien en todas las iniciativas de investigacion (22). Los lideres de la plataforma
consultan con los equipos de investigacion y les guian para incorporar el sexo y el
género en el diseno de la investigacion y los pasos del analisis de datos (5).
Finalizacion de los programas de capacitacion online sobre sexo y género que el CIHR
desarrollé en septiembre de 2015 (5). Los solicitantes a las subvenciones deben
presentar pruebas de haber completado al menos uno de los tres mddulos de la
formacion (22).

El US National Institutes of Health (NIH) anunci6 una politica para integrar el sexo como
variable biologica / Sex as a Biological Variable (SABV) en la investigacion biomédica en el
2014. Esta politica requiere que los solicitantes igualen el uso de machos y hembras en los
estudios preclinicos para todas las solicitudes futuras, a excepcion de aquellos experimentos
que requieran el uso exclusivo de un sexo. Desde el afio 2016, se les pide estrictamente a los
solicitantes de premios de investigacion y desarrollo profesional financiados por NIH que
expliquen como incorporaron SABV en su investigacion (5).

Tanto el NIH como el CIHR adoptaron una lista consensuada de 13 criterios de evaluacion
como estandar minimo para los revisores. Las preguntas clave para evaluar la puntuacion

general de una solicitud de subvencion incluyen (5):

1.

2.
3.
4.

N

Calidad y adecuacion del SABV.

Justificacion de un estudio de un solo sexo.

Evidencia de que la cuestion de investigacion incorpora SABV.

Potencial para que la investigacion agregue valor al estado actual del conocimiento
sobre un tema determinado que atin no ha aclarado completamente el impacto del sexo
en los mecanismos bioldgicos o en la fisiopatologia.

Impacto de la investigacion incorporando SABV.

Potencial para una contribucion significativa a la mejora de la salud de mujeres y
hombres, de nifios y de nifias, o de personas de género diverso.

Recientemente, las principales revistas cientificas se han movilizado para influir en los autores
y revisores para que informen claramente el sexo y el género de los sujetos de investigacion
(incluidos modelos celulares, animales y humanos) y para que analicen los datos por sexos (5).
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Por ejemplo, el JNR (Journal of Neuroscience Research) instaurd una politica en 2017 que
exigia a todos los autores garantizar una consideracion adecuada del sexo como una variable
bioldgica. Actualmente se les pide que completen el Transparent Science Questionnaire 'y que
lo envien junto con su manuscrito. En el cuestionario se deben contestar a tres preguntas
especificamente relacionadas con la integracion del sexo en el estudio (5):
1. En el disefio del estudio, ;se considera el sexo como una variable bioldgica?
2. Especifique el namero total de sujetos en cada experimento, incluyendo el nimero de
animales, sexo y edad en cada grupo.
3. Comente las limitaciones del estudio, incluida la incapacidad por cualquier motivo para
estudiar las posibles influencias sexuales donde puedan existir.

Las guias ARRIVE (Animal Research: Reporting of In Vivo Experiments) consisten en una
checklist de 20 elementos que describen la informacién minima que deben incluir todas las
publicaciones cientificas que informan sobre investigaciones con animales. Algunos de los
elementos son:
- El nimero y las caracteristicas especificas de los animales utilizados, incluida la
especie, la raza, el sexo y los antecedentes genéticos.
- Detalles del enjaulado y crianza de los animales.
- Los métodos experimentales, estadisticos y analiticos, incluyendo los detalles de los
métodos utilizados para reducir el sesgo.
Todos los elementos de la checklist se han incluido para promover informes completos y de
alta calidad que permitan una revision critica precisa de lo que se hizo y de lo que se encontr6d
(23).
Por lo tanto, estas directrices estan destinadas a (24):
- Mejorar la presentacion de informes sobre investigaciones con animales.
- Orientar a los autores sobre la informacidn esencial a incluir en un manuscrito.
- Ser flexible para acomodar la presentacion de informes en una amplia gama de areas
de investigacion y protocolos experimentales.
- Promover manuscritos reproducibles, transparentes, precisos, completos, concisos,
l6gicamente ordenados y bien escritos.
- Mejorar la comunicacion de los resultados de la investigacion a la comunidad cientifica.

Las guias SAGER (Sex and Gender Equity in Research) son unas directrices publicadas en
2016 por el Gender Policy Committee (GPC) para fomentar un enfoque més sistematico para
informar sobre el sexo y el género en la investigacion en todas las disciplinas. EI GPC fue
creado por la European Association of Science Editors (EASE) para intentar mejorar el
estandar global y la calidad de la edicion cientifica (5).

Estas pautas son una herramienta, tanto para autores como investigadores, para estandarizar los
informes sobre sexo y género en las publicaciones cientificas. También estan dirigidas a los
editores de las revistas cientificas para que las usen como un material practico para evaluar la
calidad de un estudio.

Reconocen que no siempre son factibles o aplicables todos los elementos incluidos en las
pautas SAGER a un estudio en particular. Por esta razén, animan a los autores y editores a
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considerar si el sexo y el género son relevantes para el tema del estudio y, en consecuencia,
seguir las pautas, cuando corresponda (25).

Principios generales

Las guias SAGER recomiendan el uso correcto de las palabras sexo y género para evitar
confundir ambos términos.

Cuando los sujetos de estudio sean organismos capaces de diferenciarse por sexo, la
investigacion debe disefiarse y realizarse de manera que pueda revelar diferencias
relacionadas con el sexo en los resultados, incluso si no se esperaban inicialmente.

De igual manera, si se trata de que puedan diferenciarse por género, la investigacion
debe realizarse de manera similar en este nivel adicional de distincion.

Recomendaciones en cada apartado del articulo

Titulo y resumen: deben especificar el sexo de los animales o de las células, tejidos o
materiales derivados de estos o el sexo y género de los humanos si solo se incluye un
sexo en el estudio o si los resultados solo se aplican a un sexo o género.
Introduccion: deben informar de estudios previos que muestren la presencia o ausencia
de diferencias o similitudes de sexo o género. Si no los hay, deben explicar si el sexo
y/o el género pueden ser una variante importante y si se pueden esperar diferencias.
Metodologia: los autores deben informar de cdmo se tuvo en cuenta el sexo y el género
en el disefio del estudio, si aseguraron una representacion adecuada de hombres y
mujeres, y justificar las razones de cualquier exclusion de hombres o mujeres.
Resultados: cuando sea necesario, los datos deben presentarse desglosados por sexo y
género. Las diferencias anatdmicas y fisioldgicas entre hombres y mujeres (altura, peso,
masa corporal, recuento de células, ciclos hormonales...), asi como las variables
sociales y culturales (situacion socioecondmica, educacion, etc.), deben tenerse en
cuenta en la presentacion de datos y/o analisis de los resultados. Los andlisis basados
en el sexo y el género deben informarse independientemente del resultado positivo o
negativo. En los ensayos clinicos, los datos sobre retiradas y abandonos también deben
informarse desglosados por sexo.

Discusion: se deben discutir las posibles implicaciones del sexo y el género en los
resultados y andlisis del estudio. Si no se realiz6 un andlisis de sexo y género, se debe
dar la justificacion.

Estas directrices también proporcionan una lista de preguntas a los editores de revista que

puede ayudar en la seleccion inicial de los articulos enviados. Esto pretende sistematizar la
evaluacion de los manuscritos con conciencia de género entre el personal editorial (25). Esta
checklist permite a los editores considerar (5):

1.

2.
3.
4.

En el tema del estudio: ;es relevante el sexo/género?

El informe de datos: ¢los datos estan desglosados por sexo/género?

El disefio del estudio: ;se considera el sexo/género o se explica?, ;por qué no?
Discusion/limitacion: ;se mencionan y discuten los analisis de sexo/género o la falta de
ellos?
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Figura 3: Diagrama SAGER que guia la seleccion inicial de los editores de los manuscritos
enviados (25).

VII-6. ENFERMEDADES NEURODEGENERATIVAS

Las enfermedades neurodegenerativas engloban un grupo diverso de enfermedades donde no
solo hay una alteracion cerebral, sino que también hay una afectacion del bienestar del paciente.
Estas enfermedades se caracterizan por la pérdida progresiva de neuronas en el SNC
acompafiada de una pérdida rapida y, generalmente, irreversible de las funciones cognitivas y
motoras cruciales.

La alta incidencia de los trastornos neurologicos, estimada en 1.000 millones de personas segiin
la World Health Organization (WHO), en una poblacion cada vez mas envejecida, ha
despertado el interés por comprender la relevancia del sexo en la progresion de estas
enfermedades y su tratamiento (8).

VII-6.A. DIFERENCIAS DE SEXO EN ENFERMEDADES
NEURODEGENERATIVAS

Si bien existen muchas similitudes en la estructura, funcidon y neurotransmision del cerebro en
hombres y mujeres sanos, también existen diferencias importantes que los distinguen. Algunas
de ellas son: el volumen total del cerebro, el porcentaje de materia gris y materia blanca, el
flujo sanguineo cerebral y los marcadores dopaminérgicos, serotoninérgicos y GABAérgicos
que indican que los cerebros masculino y femenino son neuroquimicamente distintos (26).
Estas diferencias sexuales se inician, a través de los genes que determinan el sexo y las
hormonas, en el periodo fetal (8). Por ejemplo, cada vez hay mas evidencia del efecto del
estrogeno en el aprendizaje, la memoria y el estado de 4nimo, asi como en los procesos de
neurodesarrollo y neurodegeneracion en ambos sexos (27).
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Es probable que las diferencias sexuales comentadas en un cerebro sano sean la base de las
marcadas diferencias sexuales en la susceptibilidad, la progresion, los indicadores de riesgo y
la gravedad de varias enfermedades del Sistema Nervioso Central (SNC), incluidas las
neurodegenerativas como el Alzheimer y el Parkinson. En el anexo 1 (Tabla A.1) se incluye
una tabla con las diferencias sexuales en la incidencia y la gravedad de las afecciones
neuroldgicas cominmente observadas en humanos.

Explorar los dimorfismos sexuales en el cerebro es clave para comprender la importancia del
sexo en las diferentes etapas de una enfermedad y también podria tener importantes
implicaciones terapéuticas para el tratamiento de muchas enfermedades neurologicas y
psiquiatricas (8)(27).

Respecto a las enfermedades neurodegenerativas hay un importante sesgo de sexo en la
incidencia, la gravedad, la progresion y el prondstico de varios de estos trastornos (28):

i. Alzheimer

Mas mujeres que hombres padecen la enfermedad de Alzheimer (EA) y otras demencias. En el
afio 2014, de los 5,1 millones de estadounidenses mayores de 65 afios que padecian Alzheimer,
3,2 millones eran mujeres y 1,9 millones eran hombres. Es decir, casi dos tercios de los
estadounidenses con EA eran mujeres (29).

Esto hace pensar si las mujeres tienen un mayor riesgo de padecer la enfermedad o si a esa
edad hay mas mujeres que hombres con Alzheimer debido a que la esperanza de vida en las
mujeres es mayor. En un estudio prospectivo publicado en 2001 se estudi6 durante 11 afios a
dos muestras aleatorias de personas mayores de 65 afios (en un grupo se estudio la prevalencia
y en el otro la incidencia de la enfermedad) y con los resultados que obtuvieron se sugiere que
el nimero excesivo de mujeres con EA se debe a la mayor esperanza de vida de las mujeres
mas que a factores de riesgo especificos del sexo para la enfermedad (30).

No obstante, también seria importante tener en cuenta otros trastornos relacionados con la edad
que los pacientes podrian suftrir, como la diabetes o las enfermedades cardiovasculares, que
podrian empeorar la EA. En relacion con este concepto, los trastornos autoinmunes son mas
prevalentes en mujeres que en hombres y es por eso por lo que se puede especular que el estado
inflamatorio de la mujer puede conducir a un aumento de la susceptibilidad a la EA (28). De
hecho, existen algunos estudios (31) que caracterizan la EA como una enfermedad autoinmune
no solo para comprender la fisiopatologia sino también con fines de tratamiento (28).

Por ultimo, ademas de la mayor prevalencia en mujeres, también se observa un mayor deterioro
cognitivo en el transcurso de la enfermedad en este sexo. Un metaanalisis publicado en 2012
reveld una ventaja masculina consistente en tareas verbales y visuoespaciales y pruebas de
memoria episddica y semantica. Las razones sugeridas para esta ventaja incluyen una reduccion
del estrogeno en mujeres posmenopausicas, diferencias de sexo en la patologia de EA y una
mayor reserva cognitiva en hombres (32).

Las caracteristicas clinicas también difieren entre hombres y mujeres, mostrando en los
hombres conductas mas agresivas, comorbilidad y mayor mortalidad mientras que las mujeres
tienden a sufrir més sintomas afectivos y discapacidad, pero una supervivencia mas prolongada

(8).
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ii. Parkinson
Después del factor de la edad, los estudios epidemiologicos han revelado que el sexo masculino
es otro factor de riesgo destacado para desarrollar la enfermedad de Parkison (EP) en todas las
edades y nacionalidades estudiadas (33). Concretamente, la probabilidad de padecer EP es el
doble en el caso de los hombres (34).
Diversos estudios se centran en los efectos del 178-estradiol (E2) como un impulsor critico en
las diferencias sexuales de diversas enfermedades. Este estrogeno es reconocido por tener
acciones neuroprotectoras y, por lo tanto, puede conferir una ventaja en enfermedades en las
que a las mujeres generalmente les va mejor, como la EP, ya que suelen tener unos niveles de
estrogeno mayores (8,27).
Por otra parte, también se han encontrado diferencias en las caracteristicas clinicas de la
enfermedad en los dos sexos: los hombres presentan mayor rigidez y mayor trastorno del
funcionamiento del movimiento ocular rapido, mientras que las mujeres presentan mayores
discinesias y depresion. Las diferencias en las caracteristicas cognitivas no se han examinado
exhaustivamente, aunque hay informes que sefialan un déficit en los hombres de algunos
aspectos cognitivos que dificultan las actividades de la vida diaria, la fluidez verbal y el
reconocimiento de la emocion facial y, en el caso de las mujeres, de un déficit en la cognicion
visuoespacial (35). En la figura siguiente (Figura 4) se anaden otras sintomatologias y factores
de riesgo:
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Figura 4: Diferencias en la sintomatologia y factores de riesgo de la EP entre mujeres y
hombres. GLA, galactosidasa alfa (36).

iii. Esclerosis Multiple

Las mujeres son mdas propensas a padecer Esclerosis Multiple (EM), una enfermedad
autoinmune, en relacion 2-3:1 respecto a los hombres. Curiosamente, las mujeres no tienen un
peor prondstico que los hombres con EM a pesar de la mayor incidencia de la enfermedad y
respuestas inmunitarias mas resistentes, lo que sugiere un mecanismo de resiliencia. Por lo
tanto, los pacientes masculinos pueden demostrar un curso de la enfermedad més progresivo y
rapido (37).

Las condiciones fisiologicas relacionadas con las hormonas en las mujeres, como la pubertad,
el embarazo, el puerperio y la menopausia, también ejercen una influencia significativa tanto
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en la prevalencia de la enfermedad como en el pronostico. Por lo tanto, se cree que los factores
hormonales y/o genéticos estan implicados en la regulacion del curso de la enfermedad (38).
Las principales diferencias encontradas entre sexos se resumen en la Figura 5:

> Higher >Stable prevalence
prevalence 3 : 1 > Worst outcome

> Early onset > Faster progression
> More > Greater cerebellar
frequent relapses involvement

> More > Greater gray
inflammatory matter atrophy
lesions (Gd+) > More lessions in T1

Figura 5: Principales diferencias en el curso de la Esclerosis Multiple entre mujeres y
hombres (38).

VII-6.B. ENFERMEDAD DE ALZHEIMER

La enfermedad de Alzheimer (EA) o Alzheimer’s disease (AD) es la causa irreversible y
progresiva mas frecuente de demencia (representa mas de un 50% de todos los casos de
demencia) (39) y es causada por un dafio en las neuronas que conduce a cambios en la memoria,
el comportamiento y la capacidad de pensar con claridad. También se puede llegar a afectar la
capacidad de una persona para llevar a cabo funciones corporales bésicas, como caminar y
tragar. Las personas en las etapas finales de la enfermedad estan postradas en la cama y
requieren atencion las 24 horas del dia. Por lo tanto, la EA es, en ultima instancia, letal (29).

i. Sintomas clinicos
La EA afecta a las personas de manera diferente. Aun asi, el sintoma inicial es un
empeoramiento gradual de la capacidad para recordar nueva informacion. Esto sucede porque
las primeras neuronas que se afectan y dejan de funcionar correctamente suelen ser las que se
encuentran en regiones del cerebro involucradas en la formacion de nuevos recuerdos. A
medida que avanza la enfermedad y se afectan las neuronas de otras partes del cerebro se
pueden presentar diversas situaciones (29):

- Dificultad en las actividades bésicas de la vida diaria como bafiarse, vestirse, comer y

usar el bafo.

- Pérdida de la capacidad de comunicarse.

- No reconocer a sus seres queridos.

- Quedarse postrado en la cama y depender de cuidados las 24 horas al dia.

ii. Diagnostico neuropatoldgico
Un diagnostico definitivo de EA requiere una evaluacion clinica de EA probable, asi como una
confirmacion post mortem con la presencia de 2 caracteristicas histopatologicas (39):
- Acumulacion de la proteina B-amiloide fuera de las neuronas, formando las placas
amiloides (29).
- Acumulacién de forma anormal de la proteina tau (t) dentro de las neuronas, formando
los ovillos neurofibrilares (29).
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Figura 6: La estructura fisiologica del cerebro y las neuronas en (a) cerebro sano y en (b)

cerebro con enfermedad de Alzheimer (EA) (40).

Placas amiloides

Como ya se ha comentado, el componente principal de las placas amiloides que se encuentran
en el cerebro con EA es el B-amiloide (AB). Esta proteina se produce por una escision anomala
de la proteina precursora de amiloide (APP) que puede ser sustrato de tres enzimas (a, BB o y-
secretasa):

Opcidn 1 (escision ‘normal’ no neurotdxica): escision de la APP por la a-secretasa.
Como resultado se obtienen dos fragmentos: el C83, que permanece en la membrana
celular, y el sAPPa que se libera al espacio extracelular.

Opcidn 2 (escision ‘anormal’ potencialmente neurotdxica): escision de la APP por la B-
secretasa. Como resultado se obtienen dos fragmentos: el C99, que permanece en la
membrana celular, y el sAPPS que se libera al espacio extracelular.

Posteriormente, la y-secretasa escinde de manera andémala el fragmento C99
obteniéndose un péptido A y un péptido AICD (Figura 7).

o-secretase
APP B-secretase y-secretase

TMD

NH2 B-secretase ‘ COOH

I . oo

SAPPB ‘ Y-secretase
AB_ 0 E
aco [N

amyloidogenic processing
pathway

Figura 7: Procesamiento amiloidogénico de la proteina precursora de amiloide (APP) y

generacion de péptidos B-amiloides (39).
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Segun el punto de escision por la y-secretasa, se producen 2 formas principales de AB que
constan de 40 o 42 residuos de aminoacidos (AB40 o AB42). La proporcidon con la que se
formen una u otra es importante, ya que la AB42 es mas propensa a oligomerizarse y formar
fibrillas por lo que su acumulacidn excesiva se relaciona con la EA (39).

Ovillos neurofibrilares

Las neuronas que contienen ovillos neurofibrilares son otro hallazgo frecuente en los cerebros
con EA. Estos depositos se forman por una hiperfosforilacion de la proteina tau (), lo que hace
que se agregue de forma insoluble (39). La proteina tau (1) existe en las sinapsis de cerebros
sanos y con EA, mientras que hay un mayor nivel de tau (t) hiperfosforilada presente en la
sinapsis de EA (41).

La proteina tau (1) es un péptido que se asocia con los microtubulos y promueve su ensamblaje
y estabilidad. La proteina pierde su capacidad para unirse a los microtiibulos en las tauopatias,

y la tau (1) desprendida puede plegarse incorrectamente e inducir los cambios patoldgicos que
caracterizan la EA. Una creciente evidencia indica que estas alteraciones pueden propagarse
entre células o regiones conectadas de una manera similar a la de un prion (42).

iii. Genética del Alzheimer
La EA se caracteriza como de inicio temprano/early-onset AD (EOAD; <5% de todos los
pacientes con EA, con inicio <65 afos) o de inicio tardio/late-onset AD (LOAD; >95% de
todos los casos de EA, con inicio >65 afios).

Dentro de los casos de EOAD se encuentra el tipo familiar early-onset AD (EOFAD) que es
causado por las mutaciones autosdmicas dominantes. Estas mutaciones en la presenilina 1 y 2
(PSENI1 y PSEN2) o en la APP representan solo el 5-10% de todos los casos de EOAD
(aproximadamente un 1% de todos los casos de EA) (43).

En cambio, en los casos de LOAD no se conocen mutaciones genéticas causales (autosémicas
dominantes o recesivas). Se supone que es una enfermedad multifactorial con antecedentes
genéticos complejos, pero se han detectado varios factores genéticos de riesgo en la
susceptibilidad a la EA. El alelo €4 de la apolipoproteina E (APOE) es el primer y mas
significativo gen de riesgo LOAD identificado (44). Sin embargo, no es un alelo determinante
para padecer la enfermedad (39).

Tabla 1: Genes de la enfermedad de Alzheimer (EA) (39).

AD Loci Gene Symbol Gene Name Chromosome Inheritance

AD1 APP Amyloid precursor protein 21q21 Autosomal Dominant
AD2 APOE Apolipoprotein E 19q13.32  Sporadic

AD3 PSENI Presenilin 1 14q24.2 Autosomal Dominant
AD4 PSEN?2 Presenilin 2 1q42.13 Autosomal Dominant
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Mutacién del gen APP
El gen APP codifica la proteina precursora de amiloide (APP) y, como ya se ha comentado
anteriormente, es escindida por las secretasas para obtener péptidos como el AB.

La mayoria de las mutaciones se localizan en los sitios de escision de la secretasa o en el
dominio transmembrana de la APP. Estas mutaciones representan del 10% al 15% de la
EOFAD vy, en la mayoria de los casos, la edad de inicio de la enfermedad se encuentre entre
los 40 y los 50 afios. Las mutaciones missense "Swedish" (APPSW, APPK670N y M671L) y
"London" (APPLON y APPV717I) son ejemplos de mutaciones de APP que conducen a una
mayor produccion de AB y desarrollo de EA (39).

El locus del gen APP se localiza en el cromosoma 21 y esto puede explicar por qué las personas
con sindrome de Down, que tienen tres copias del gen APP, pueden desarrollar un deterioro
cognitivo asociado con formas bioldgicas de EA. La codificacién en exceso del AB en las
células puede explicar el aumento de riesgo a padecer EA (44).

Mutacion del gen PSEN1 y PSEN2
Los genes PSENI1 y PSEN2 codifican las proteinas presenilina 1 y presenilina 2,

respectivamente. Estas proteinas llevan a cabo la funcion principal del complejo y-secretasa,
que es la protedlisis. Este complejo se sitila en la membrana donde escinde proteinas
transmembrana como es el caso de la APP (39,44).

Las mutaciones en PSEN1 dan lugar a la codificacion de una proteina alterada de presenilina
1 que interfiere en el complejo de la y-secretasa. De esta manera, se altera el procesamiento de
la APP y se obtiene una sobreproduccion de una version mas larga del péptido toxico B-
amiloide que se acumulara y formara las placas amiloides.

En las mutaciones de PSEN2 se produce un cambio en un aminodcido que modificara la
codificacion de la presenilina 2. La proteina resultante interrumpe el procesamiento de la APP,
lo que provoca una sobreproduccion del A que se acumulard y formara las placas amiloides.

Por lo tanto, en ambos casos se obtendrd un aumento relativo en la proporcion de péptidos
AB342 a AB40.

Las mutaciones en PSEN1 son la causa mas comun de EOFAD, en cambio las mutaciones en
PSEN2 son una causa mucho méas rara de EOFAD. Las mutaciones de PSEN2 se han descrito
en 6 familias, mientras que las mutaciones de PSEN1 se han encontrado en 390 familias (39).

Polimorfismo del gen APOE
El gen APOE codifica para una proteina, la APOE, que se expresa en gran medida en los
astrocitos del cerebro y en algunas microglias. La APOE sirve como ligando de endocitosis

mediada por receptores para particulas de lipoproteinas como el colesterol, que es esencial para
la produccion de mielina y la funcidon cerebral normal (40). La APOE tiene tres variantes
alélicas principales (se hereda una forma de cada progenitor): APOE €2, APOE €3 y APOE &4,
siendo el alelo €3 el mas comun (77%) y el alelo €2 el menos comtn (8%) (44).

El alelo APOE €4 se asocia con un mayor riesgo de EA y también con una apariciéon mas
temprana de la enfermedad (39) y ademés la homocigosidad en este alelo aumenta el riesgo de
desarrollar LOAD de 3 a 15 veces de manera dependiente de la dosis (44).

A diferencia de heredar una mutacion genética de las comentadas anteriormente, heredar la
forma €4 del gen APOE no garantiza que un individuo desarrolle EA (29).
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Aunque se desconozca el efecto directo de las isoformas de APOE en las vias amiloidogénicas,
diversos estudios indican que la APOE modula la actividad de la y-secretasa y la produccion
de AB: regula al alza la transcripcion de APP y la produccion de AB de una manera dependiente
de la isoforma (es decir, APOE &4 estimula la produccion de A mas eficazmente que APOE
€2 0 APOE ¢€3) (44).

La identificacion de estos genes ha dado lugar a una serie de modelos animales que han sido
utiles para estudiar la patogenia de la EA.

VII-6.C. MODELOS ANIMALES MAS UTILIZADOS EN PRECLINICA PARA EL
ESTUDIO DE LA ENFERMEDAD DE ALZHEIMER

Los modelos experimentales de la EA son fundamentales para comprender mejor la patogenia
de la enfermedad y evaluar el potencial de nuevos tratamientos. No obstante, el éxito de los
ensayos clinicos de EA sigue siendo bajo ya que los resultados exitosos en modelos animales
solo reflejan aspectos limitados de la patologia de la EA en humanos. Una mayor comprension
de las debilidades y fortalezas de cada uno de los modelos, y el uso de més de un modelo para
evaluar nuevos tratamientos, ayudaria a mejorar la traduccion de los resultados obtenidos en
estudios preclinicos a los ensayos clinicos (43).

i. Modelos de ratones transgénicos
Los ratones transgénicos son el modelo mas utilizado en la enfermedad de Alzheimer.

Ratones transgénicos que expresan APP humana y PSEN1 con mutaciones de EOFAD

Los ratones de tipo salvaje sintetizan una APP (un 97% homodloga a la humana) que incluye
tres aminoécidos dentro de la secuencia de AB (R5G, Y10F y HI13R) que perjudica su
agregacion y evita la formacion de placas de amiloide. Por lo tanto, se debe modificar al raton
transgénicamente para que exprese la APP humana necesaria para la formacion de placas de
amiloide y asi proceder a su estudio.

Para obtener en los ratones transgénicos una patologia de placa consistente y cantidades
variables de caracteristicas patologicas asociadas a la EA, se procede a la expresion de

mutaciones que contienen APP humana asociadas con EOFAD.

Los modelos iniciales de ratones transgénicos incluian una Unica mutacion de EOFAD que
correspondia al gen de APP (Tabla 2; columna A).

Posteriormente, se descubrid que la expresion simultdnea de multiples mutaciones asociadas
con EOFAD daba como resultado a ratones transgénicos con una patologia mas grave que se
desarrollaba a una edad mas temprana (Tabla 2; columna B) (43).

Ratones transgénicos que expresan la proteina tau (1)

Los ratones de tipo salvaje no desarrollan ovillos neurofibrilares. Probablemente se deba a la
diferencia en la secuencia de la proteina tau (t) humana (solo comparten un 88% de similitud)
y al hecho de que los ratones solo expresan isoformas 4R y no una mezcla de isoformas 3R y
4R que si estan presentes en humanos.
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Los modelos de EA mas utilizados expresan isoformas 4R con mutaciones P301L o P301S,
que dan como resultado ovillos neurofibrilares, neurodegeneracion, atrofia y déficits motores.
La necesidad de estas mutaciones es una limitacion de estos modelos ya que las mutaciones no
estan asociadas con la EA en humanos y la proteina tau (t) mutada puede afectar su toxicidad
o interaccidn con la A de una manera no representativa (43).

Ratones transgénicos que presentan placas amiloides y ovillos neurofibrilares

Un numero limitado de estudios ha informado sobre el desarrollo de modelos animales que
expresan formas mutadas de APP, proteina tau (MAPT) y, en algunas ocasiones, también de
PSEN1 o PSEN2.

Un ejemplo es el modelo de raton 3xTg (Tabla 2; columna C), que se ha utilizado ampliamente
en estudios de EA y se considera el modelo de raton transgénico mas completo disponible para
la patologia de EA (43).

Ratones transgénicos knock-in

Los ratones knock-in (Tabla 2; columna D) son los modelos desarrollados mas recientemente
y que mejor replican la enfermedad. Se considera que son un modelo més fisiologico de EA ya
que estan disefiados para evitar los efectos de confusion de la sobreexpresion de APP, presente
en todos los demas modelos de ratones transgénicos, al humanizar la A del raton (se modifican
los 3 aminoécidos que difieren de la humana). Como resultado, los ratones knock-in tienen la
misma expresion de APP que los ratones de tipo salvaje y la expresion de APP ocurre de

manera fisioldgica en las regiones cerebrales y tipos de células correctos (43). Por lo tanto,
tendremos una sobreexpresion de AB patdgena, como por ejemplo de AB42, sin una
sobreexpresion de APP (45).

Este modelo representa un gran avance, pero debe reconocerse que es un modelo de EOFAD
y no de LOAD (43).

Tabla 2: Modelos transgénicos de ratones mas comunes de EA. Adaptado de (43).

A B C
Modelo Mutacion Modelo Mutacion Modelo Mutacion
animal animal animal
PDAPP APPVITF J20 APPK6TONMGTIL 1 33T APPK670NM671L
APPV717F PSEN1M146V y
M APTP301L
Tg2576 APPK670N,M671L APP/PS1 APPK67ON,M671L D
Promotor PrP PSEN [ M146L Modelo Mutacién
(isoforma 0 animal
APP695) PSEN]L166P APP APPK67TONMETIL
knock-  APPE6?3G y
inNL-GF A PPpI7I6F
APP23 APPKOTONMGTIL | 5y FAD APPK670NM671L
Promotor Thyl APPVTITL
APPV716V ,
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(isoforma PSEN ML y
APP751) PSENL286V
APP APPES3A TgSwDI  APPK670N.MG7IL
E693A- APPE693Q y
Tg APPD694N
APPswe/  APPKO7TONMEOTIL g
PS1AE9 PSEN14F

ii. Modelos de ratas transgénicas
Pocos modelos de ratas transgénicas se han desarrollado para la EA a pesar de que las ratas
presentan algunas ventajas sobre los ratones:
- Son mas similares a los humanos en sus caracteristicas fisiologicas, morfologicas y
genéticas.
- Su cerebro es mas grande, lo que facilita la recoleccion de LCR, la electrofisiologia y
las imagenes.
- Tienen un fenotipo de comportamiento mas rico, lo que hace posible realizar pruebas
de comportamiento mas complejas.
Todos los modelos incluidos en la Tabla 3 presentan placas amiloides y, curiosamente, las ratas
TgF344-AD también presentan ovillos neurofibrilares a pesar de la expresion de proteina tau
(1) endogena (no humana). Esto probablemente se deba a las mayores similitudes entre la tau
(1) de rata y la humana, ya que también hay 6 isoformas de tau (t) de rata endégena (43).

Tabla 3: Modelos transgénicos de ratas mas comunes de EA. Adaptado de (43).

Modelo animal Mutacién
McGill-R-Thy1-APP  APPK67ONM7IL y,
APPV7I7F
TgF344-AD APPKOTONMOTIL y
PSEN14F?
PSAPP APPK67ONM67IL
APPV7I7F y
PSEN[MI46V

iii. Modelos fisiologicos
Estos modelos surgen de la necesidad de estudiar la LOAD y no la EOFAD (que ya se estudia
con los anteriores modelos). De esta manera, con los modelos que se describe a continuacion,
se estudia la EA que ocurre esporadicamente.
Multiples especies desarrollan naturalmente caracteristicas neuropatologicas similares a las
observadas en el cerebro con EA y se ha examinado su potencial como modelos naturales de
LOAD (43):

Primates no humanos
En las ventajas de usar primates no humanos para estudiar la EA se incluye su proximidad
biologica a los humanos, la complejidad del comportamiento, cerebros grandes que son
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favorables para estudios de imagen o recoleccion de LCR y una acumulacion natural con la
edad de AB que tiene una homologia en secuencia del 100 % con el AB humano. Es por esto
por lo que presentan placas amiloides, pero, sin embargo, la presencia de ovillos neurofibrilares
es muy rara.

Seglin estudios previos, el mono rhesus es el modelo de primate no humano més practico para
estudiar la EA porque estd muy bien caracterizado (43).

Otros

Otras especies bien conocidas que se utilizan son los perros y el Octodon degu.

Los perros de edad avanzada (a partir de los 8-9 anos) presentan placas amiloides con una
secuencia de AB igual a la de los humanos, pero, sin embargo, no se suelen observar ovillos
neurofibrilares.

La combinacion de deterioro cognitivo medible, la neuropatologia asociada a la EA y un tiempo
de estudio de la patologia de 3 a 4 afios antes de la muerte, ha resultado el uso de perros de
edad avanzada en un buen modelo para numerosos estudios preclinicos.

En resumen, los modelos fisioldgicos representan los mejores modelos disponibles de LOAD.
Sin embargo, todavia existen limitaciones cientificas y practicas que impiden el uso
generalizado de estos modelos.

Por ultimo, también existen modelos de cultivo celular (in vitro), modelos de animales
invertebrados (Drosophila o C. Elegans) y modelos de animales de orden inferior (pez cebra).
Alzheimer’s Disease

¥ P ICAA o
ADlesions srmtlar to sAD 10/0 ~95°/° v s
but greater subcortical pathology
) @
——
E— sAD based IPSCs

EOAD based IPSCs
humans EOAD sAD humans
linked to APP, PSEN1 heterogeneous pathogenesis
or PSEN2 mutations linked to >20 genes,
/ \ greatest influence ApoE4, TREM2
trangenlc rats transgenlc mice |non-human primates |
)
o
P ok |CAA |3 SAA cAn, [ [CAR TS e
q @0 09 LAy
0o 0o 0 o OLM " 72
s . major examples:  maior example: major example:
major examples PDAPR 192576, APP23, " Tosnp) IxTe
McGill-R-Thy1-APP, gowi g9
TgF344-AD, PSAPP 420, APP/FS1, SXFAD " e [
9 ’ APP knock-in O
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major examples :
rhesus, vervets, squirrel monkeys

Figura 8: Esquema de los principales modelos animales de la enfermedad de Alzheimer (43).
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VII-6.D. ANALISIS DE ESTUDIOS Y RESULTADOS DE LA ENFERMEDAD DE
ALZHEIMER

Pese a que se han logrado grandes avances en la investigacion de la EA en los ultimos afios, se
ha prestado poca atencion a las diferencias de sexo y género, lo que ha generado importantes
lagunas de conocimiento en la investigacion y una falta de conciencia entre la comunidad
investigadora sobre las diferencias de sexo y género en la EA.

Para conocer el estado actual de sesgo de sexo en la investigacion de la enfermedad de
Alzheimer, se procede a una revision de un total de 41 articulos publicados en PubMed en los
ultimos 5 afios sobre diferentes estudios utilizando animales. Los criterios de inclusion y
exclusion son los explicados anteriormente en el apartado de metodologia.

La siguiente tabla (Tabla 4) muestra los diferentes articulos revisados donde se indica el sexo
y la especie animal utilizada y también detalles sobre los diferentes modelos de Alzheimer.
Una vez se recopilen los datos, se podré discutir si sigue existiendo un sesgo de sexo en el
estudio de esta enfermedad.

Tabla 4: Sexo y animales en diferentes modelos de Alzheimer encontrados en la busqueda.
Animal Sexo Modelo animal en EA Referencia
Ratones Ambos sexos APPswe/ PSIAE9 (APP humana con las (46)
mutaciones suecas KS595N/M596L vy
delecion humana de PSEN1/PS1)

Ratones Machos APP/PS1 47)
Ratones Machos > hembras APP23 (48)
Ratones Machos 5xFAD y 5XF:pGB (5xFAD cruzado con (49)

pGFAP:BDNF que sobreexpresa BDNF =
brain-derived neurotrophic factor)
Ratones No concretado (1) APPNL-G-F (50)
(2) APPNLF,
(3) 5SxFAD,
(4) APP;tTa,
(5) APP/PS1,
(6) APPswe/PSEN1AE9 y
(7) APPPUTCH.PSEN
Ratones Machos 5xFAD heterocigoto (51)
Ratones Machos HSHA (ratén transgénico que sintetiza A3 (52)

humana solo en el higado (hepatocyte-
specific human amyloid))

Ratones Hembras > machos  APP23 (53)
Ratones Ambos sexos J20 (54)
Ratones Hembras 3xTg (55)
Ratones Hembras APP/PS1 (coexpresan la mutacidon sueca (56)

KM670/67INL de la APP humana y la PS1
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L166P mutada humana impulsada por el
promotor Thy-1)

Ratones Hembras (1) (1) APPNYF knock-in (mutacion sueca de (57)
APP KM670/671NL e ibérica APP 1716F)
No concretado (2) (2) TgCRNDS8 (mutacion sueca de APP
KM670/671INL y de indiana APP V717F)
Ratones Machos J20"-  EPRAP’-  (transgénico  J20 (58)
heterocigoto deficiente en prostaglandin E>
type 4 receptor-associated protein), J20™"
EPRAP"*, EPRAP™* y EPRAP-
Ratones Infecciones 5xFAD (infeccion periférica mediante (59)
neonatales: ambos inyeccidn intraperitoneal con el virus MRV
SEeXO0s; (murine roseolovirus))
en adultos: hembras
Ratas Ambos sexos TgF334-AD (60)
Ratones Machos Apolipoprotein E knockout (ApoE™) (61)
Perros  No concretado Perros de raza Beagle envejecidos (62)
Ratones Ambos sexos SUMO1-APP doble transgénico (63)
(sobreexpresa  small  ubiquitin-related
modifier I precurso y presenta una mutante
de APP)
Ratones Machos SAMPS (Senescence Accelerated Mouse) (64)
Ratones Pruebas 5xFAD (65)
electrofisiologicas:
hembras;
de comportamiento:
machos
Ratones Hembras 5xFAD (66)
Ratones Machos (1) (1) Inyeccion intracerebroventricular de A3 (67)
(1-42) en raton ICR
Ambos sexos (2) (2) 5SxFAD
Ratones Hembras 3xTg (68)
Ratones No concretado Tau P301S transgénico (69)
Ratones Machos APPswe/PS1AE9 (APP humana con las (70)
mutaciones suecas KS594N/M595L vy
delecion humana de PSEN1/PS1)
Ratones Hembras 3xTg (71)
Ratones Machos APPy transgénico (72)
Ratones Machos Raton (C57BL/6J) con EA inducida por (73)
AR (inyeccion intracerebroventricular de
A (1-42))
Ratones Machos APPswe/ PS1AE9 (74)
Ratones Ambos sexos APPswe/ PS1AE9 (75)
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Ratas Machos TgF334-AD (76)

Ratas Hembras TgF334-AD (77)

Ratones No concretado Transgénicos Tg2576 (APPsy), TTBK1 y (78)
Tg2576/TTBK1

Ratones No concretado HNE transgénico (4-hydroxynonenal) y (79)
5xFAD transgénico

Ratones Hembras > machos = APPswe/ PS1AE9 (80)

Ratones No concretado Cultivos celulares de neuronas del (81)
hipocampo y del cortex de embriones de
raton C57BL6

Ratones No concretado Células N2S (células de neuroblastoma (82)

N2a que expresan el mutante sueco humano
APP695), 3xTg y SxFAD

Ratones Machos Transduccion viral in vivo de calcineurina (83)
constitutivamente activa (inyeccion
intrahipocampal) en raton C57BL/6J

Ratones No concretado Inyeccion intraperitoneal de diferentes (84)
compuestos en ratones
Ratones Ambos sexos 3xTg, tau P301L transgénico 'y (85)

TgCRNDS8 (mutacion sueca APP695
KM670/67INL y mutacion de Indiana
V717F)

Ratones Ambos sexos APPswe/ PS1AE9 (86)

La mayoria de los estudios se realizaron en ratones (37; 90% en verde), en segundo lugar, en
ratas (3; 7% en amarillo) y en ultimo lugar, en perros (1; 3% en naranja) (Figura 9). Esto
coincide con la explicacion del aparatado anterior donde los ratones transgénicos eran el
modelo mas utilizado, seguido de las ratas transgénicas y se comentd que los modelos
fisiologicos (perros) eran dificiles de llevar a cabo.

3%

7%

90%

Ratones Ratas Perros

Figura 9: Porcentaje de estudios que utilizan ratones, ratas o perros como modelo de estudio.
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En relacion con la utilizacion y comunicacion de los sexos empleados en los experimentos en
todos los estudios revisados, un 33% (15; en azul marino) utilizé solo machos, un 20% (9; en
rojo) utiliz6 solo hembras, un 20% (9; en amarillo) no concret6 el sexo utilizado y un 27% (12;
en verde) utilizd ambos sexos. De aquellos realizados en ambos sexos, un 20% (9; en rosa) se
realizd en ambos sexos por igual, un 5% (2; en azul cielo) se realizé con un nimero mayor de
hembras y un 2% (1; en naranja) se realiz6 con un nimero mayor de machos (Figura 10).

El niimero de articulos revisados ha sido de 41 pero en algunos de ellos se desarrollaban varios
experimentos por lo que segtin el modelo se utilizaban sexos diferentes. Es por esto por lo que
hay un total de 45 declaraciones de sexo.

20%

20%

20%
27%
5% 2%
33%
Machos Machos > hembras
No concretado Machos = hembras
Hembras Hembras > machos

Ambos sexos

Figura 10: Porcentaje de estudios que utilizan animales machos, hembras, de ambos sexos o
animales cuyo sexo no se indica.

Por ultimo, de entre todos los modelos animales utilizados, en la siguiente grafica se recoge el
top 10 de los mas empleados (Figura 11). La mayoria de estos modelos ya se han explicado en
el apartado anterior (Tabla 2 y Tabla 3) por lo que se reafirma que estos modelos son los mas
habituales en los estudios preclinicos de EA.
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Figura 11: Los 10 modelos animales mas utilizados en los estudios revisados.
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VIII. DISCUSION

Con los resultados obtenidos en la Figura 10 se puede corroborar que sigue existiendo un sesgo
de sexo en la investigacion de la enfermedad de Alzheimer. Mas concretamente, se puede
observar una predominancia de los machos (33%) sobre las hembras (20%). Aun asi, el valor
de aquellos estudios que emplearon ambos sexos (27%) es elevado y se acerca al del sexo

mayoritario. Por otro lado, tenemos aquellos estudios que no concretaron el sexo empleado con
un 20%.

Que haya una mayoria de los estudios que hayan empleado ratones y ratas macho es contrario
a la mayor incidencia de EA en las mujeres (29), como ya se ha comentado anteriormente.

Si ademads se analizan los articulos incluidos en la busqueda para comprobar si cumplen o han
seguido las guias SAGER se obtienen los siguientes resultados:

- Se recomienda especificar el sexo en el titulo y en el resumen, pero solo 4 articulos de
los 41 incluidos en la revision especificaron el sexo de los animales o de las células,
tejidos o materiales derivados de estos en el apartado de resumen (49,55,58,66) y
ninguno lo incluyo6 en el titulo.

De hecho, 9 articulos de los incluidos no han concretado el sexo utilizado
(50,62,69,78,79,81,82,84) y otro solo en uno de los dos experimentos realizados (57).

- De aquellos estudios que se realizaron en ambos sexos, solo 3 articulos de los 12
incluidos en la revision obtuvo, comento o analizo las diferencias entre ambos sexos:

o Un estudio sefial6 que ‘las ratas hembra requirieron una dosis mas baja de L-
NAME para lograr aumentos similares en la PA que las ratas macho’(60).

o Otro estudio observo que ‘la adicion de un alelo que sobreexpresa SUMOI
reduce la mortalidad en ambos sexos de ratones APP-Tg. El efecto es
particularmente notable y alcanz6 significacion estadistica en los machos donde
parece haber una respuesta a la dosis relacionada con la sobreexpresion de
SUMO1” (63).

o Por ultimo, el tercero declar6é que ‘en las hembras, los niveles de A (1-42) en
ratones SXFAD de edad avanzada aumentaron en comparacion con los de
ratones SXFAD adultos’ (67).

De aquellos que no analizaron las diferencias entre sexos, solo uno de ellos comento el
por qué no lo hizo: ‘la mayoria de los ratones eran machos, por lo que no podemos
descartar la posibilidad de que existan diferencias en la eficacia del tratamiento en
mujeres y esto merece un estudio adicional’ (48).

- De entre todos los articulos que emplearon machos, uno de ellos justific la exclusion
de hembras para ‘evitar posibles efectos contributivos de las hormonas femeninas, que
se sabe que regulan el trafico de APP y la generacién de AB’ (70). Y de aquellos que
solo emplearon hembras, uno de los articulos comentd que ‘solo se utilizaron hembras
en este estudio ya que muestran una neuropatologia mas temprana’ (68).

En lo que respecta a las guias ARRIVE se observa que practicamente la mayoria de los articulos
incluyen la informacion minima que deben incluir las publicaciones como es el namero y las
caracteristicas de los animales (especie, raza y antecedentes genéticos) y los detalles del
enjaulado y crianza (bebida, comida, luz...).
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En resumen, esta revision de los 41 articulos publicados en PubMed refleja las ideas
comentadas en los anteriores apartados de este TFG.

IX. CONCLUSIONES
De todo lo expuesto puedo concluir que:

1.

4.
3.

Sigue existiendo un sesgo de sexo en la investigacion de la enfermedad de Alzheimer:
predominan los machos sobre las mujeres a pesar de la mayor incidencia en este ultimo
sexo.

El conocimiento obtenido sobre la EA y su tratamiento sigue no siendo suficiente o
totalmente valido hasta que todos los ensayos se realicen en igualdad de sexos y se
analicen los resultados para obtener diferencias sexuales.

Las guias SAGER no parecen estar aplicandose en el planteamiento de los estudios, ni
en su redaccion ni como filtro previo a la publicacion en las diferentes revistas
cientificas.

Las guias ARRIVE si parecen estar consideradas.

El sexo sigue sin incluirse como variable bioldgica (SABV).
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ANEXO 1

Tabla A.1: Diferencias de sexo en la incidencia y gravedad de las afecciones neuroldgicas

te observadas en humanos (28).
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