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“Like a bridge over troubled water
I will lay me down

Sail on, silver girl, sail on by
Your time has come to shine

)

All your dreams are on their way’

(Bridge over troubled water,
Simon & Garfunkel)
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SUMMARY

Background. From a biopsychosocial perspective, complex interactions between
biological and environmental features have been involved in the pathogenesis of mental
disorders such as gambling disorder (GD) and eating disorders (ED). GD is a behavioral
addiction defined by a persistent and recurrent problematic gambling behaviour over
which control has been lost. This behaviour becomes egodystonic and implies a
deleterious impact on the individual's life. On the other hand, ED could be understood
within the continuum of extreme weight and eating clinical conditions, together with
obesity. They conform clinical entities that are characterized by unhealthy eating
behaviors and altered body adiposity, metabolism, and nutritional patterns, leading to a
detrimental health status. Anorexia nervosa (AN) and obesity represent the two extremes
of this continuum, which are distinguished by opposite eating patterns and values of body
mass index (BMI). At a neurobiological level, gambling and eating constitute two
rewarding behaviors whose homeostatic and hedonic processing is modulated by
multifactorial features, from genetic to neuroendocrine and neuropsychological
substrates. In this line, abnormal patterns of gambling and food intake have been linked
to disturbances in brain growth factors (e.g., neurotrophins, NTF), hormones regulating
energy homeostasis (e.g., endocannabinoids (eCBs) such as anandamide (AEA) and 2-
araquidonoylglycerol (2-AG), the ghrelinergic system, and adipocytokines), and

executive functions.

Hypothesis & aims. This thesis proposed that some genetic variants in NTF genes would
be potentially associated with the presence and severity of GD. Besides, this thesis
anticipated the existence of neuroendocrine disturbances regarding circulating
concentrations of eCBs in this clinical population, when compared with a control group
(HC). Similarly, those individuals with extreme weight and eating clinical conditions
would be also distinguished by abnormalities in peripheral eCBs. Furthermore, a link
between eCBs and clinical, psychological, and neuropsychological variables would
contribute to delineate patterns of severity in these clinical entities. Finally, the
identification of subtypes based on neurobiological substrates among individuals with
GD was also proposed. Accordingly, the first objective was to compare the allelic
distribution of genetic variants in NTF genes between individuals with GD and HC, and

to explore whether there was a link with the presence and severity of the disorder. A
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second aim was to assess plasma concentrations of eCBs in different clinical populations
(i.e., GD and extreme weight and eating clinical conditions), respectively, and compare
with HC. In each clinical group, the identification of severity profiles was evaluated by
considering the link between eCBs and clinical, psychological, and neuropsychological
variables. A third objective was to distinguish subtypes of individuals with GD based on
the inclusion of neuroendocrine and neuropsychological indicators (i.e., ghrelin, liver-
expressed antimicrobial peptide 2 (LEAP-2), leptin, adiponectin, and executive functions)

in the clustering process.

Methods. The thesis comprises a compendium of five clinical studies developed at the
Clinical Psychology Department of the Bellvitge University Hospital. The diagnoses of
GD and ED were made through a clinical interview and according to DSM criteria.
Peripheral blood samples were collected in fasting for the analysis of genetic variants and
plasma concentrations of hormones regulating energy homeostasis. Psychological and
neuropsychological variables were assessed using a validated battery of self-reported

psychometric questionnaires and neuropsychological tests.

Results. At a genetic level, six variants in NTF genes were potentially associated with
the presence of GD: rs6489630, rs7956189, rs3763614, rs11140783, rs3739570, and
rs10908521. These variants were in NTF3, CNTFR, NTRK1, and NTRK2 genes, being
some of them overlapped with gene expression regulatory elements. Different patterns of
severity were described based on the association between some variants and
psychological variables. Particularly, rs3763614 was associated with a worse
psychopathological state. Likewise, two haplotypes linked to NTRK2 gene were
associated with a more dysfunctional personality structure which, in turn, was linked to
higher scores in general psychopathology. Furthermore, these scores positively correlated
with the severity of GD. The evaluation of circulating eCBs revealed significantly higher
plasma AEA concentrations in fasting among individuals with GD than in HC. The
association between higher AEA concentrations, but lower 2-AG, and higher scores in
novelty seeking defined a severity pathway in the clinical group. Along the continuum of
extreme weight and eating clinical conditions, individuals with AN and HC exhibited
significantly lower fasting plasma AEA concentrations than the groups with obesity.
However, individuals with obesity, but without and ED, had significantly lower 2-AG

26



SUMMARY

than HC. The path analysis revealed a link between AEA concentrations and lower BMI
in individuals with AN, while higher in the groups with obesity. Interestingly, a common
pattern of association between AEA, emotional regulation, and general psychopathology
scores was described. Additionally, 2-AG concentrations were only associated with
general psychopathology scores in the AN group. The use of neuropsychological and
neuroendocrine indicators allowed the identification of three empirical clusters among
individuals with GD. Neuropsychological variables, especially cognitive flexibility and
inhibitory control, had the highest weight in the clustering procedure. Leptin was the most
important neuroendocrine contributor to cluster formation, with a modest effect size.
Cluster 1 was the largest cluster, with a predominance of young males, preferences for
strategic and online gambling, a globally functional personality structure, and a more
preserved neuropsychological performance. Cluster 2 and 3 were characterised by a
higher proportion of females and older adults, preferences for non-strategic gambling,
and a poorer neuropsychological performance. Cluster 2 reported high emotional
dysregulation, food addiction, and a poorer inhibitory control performance. This cluster
had the worst metabolic profile composed by the highest concentrations of leptin,
adiponectin, and LEAP-2. Cluster 3 had the poorest neuropsychological performance,

specifically regarding cognitive flexibility.

Conclusions. These findings highlight the necessity of assessing neurobiological
substrates from various perspectives (e.g., genetic, neuroendocrine, neuropsychological)
and in different clinical populations. Despite their exploratory nature, these results
suggest the notion of neurobiological abnormalities and their potential link with the
presence and clinical phenomenology of mental disorders such as GD and ED.
Additionally, they contribute to the definition of severity patterns and the identification
of subtypes. All this warrants the need to design future studies aimed at deepening this
knowledge, as well as the usefulness of these substrates as biomarkers and therapeutic

targets.

27



28



| INTRODUCCION



INTRODUCCION

1. SUSTRATOS NEUROBIOLOGICOS

En términos generales, los sustratos biologicos hacen referencia de forma amplia a los
fundamentos estructurales y funcionales que sustentan los diversos procesos vitales y
fendmenos observables en organismos vivos. Especificamente, los sustratos neurobiologicos
representan la maquinaria anatomo-fisioldgica que subyace a las funciones relacionadas con el
sistema nervioso y, por ende, a la manifestacion de procesos cognitivos, emocionales y
conductuales (1-5). Constituyen una extensa gama de elementos, desde componentes celulares
como neuronas, la conectividad sinaptica, areas cerebrales y circuitos funcionales, procesos
como la plasticidad neuronal, asi como diversos sistemas neurotransmisores Yy
neurohormonales. El estudio de estos sustratos y su idiosincrasia resulta esencial para avanzar
en la investigacion y el entendimiento de la complejidad funcional del sistema nervioso, del
que el cerebro es su maximo exponente (6-9). En esta linea, dicho conocimiento también
permite profundizar en la comprension de la dualidad salud/enfermedad y, por ende, de diversos
trastornos neuroldgicos y psiquiatricos en el contexto de disciplinas como la neurologia, la

psiquiatria y la psicologia (10-15).
1.1. Estudio de los sustratos neurobioldgicos en salud mental

La investigacion de las bases bioldgicas en salud mental se centra en dilucidar como el cerebro,
y el sistema nervioso en general, contribuye al desarrollo y mantenimiento de trastornos como
la depresion, la ansiedad o la esquizofrenia, entre otros (16-20). Cabe destacar que los
trastornos mentales se caracterizan por tener una naturaleza multifactorial y una fenomenologia
clinica heterogénea, involucrando una compleja interaccion entre factores neurobioldgicos,
psicoldgicos y ambientales en la vulnerabilidad, el desarrollo, el mantenimiento y la evolucion
de estos (21,22). Asi, el estudio neurobioldgico de estos trastornos constituye un campo de
investigacion muy extenso, multidimensional y dinamico, en constante evolucién, que ha

experimentado un progreso significativo a lo largo del tiempo.

La Figura 1 muestra un resumen de la evolucion histdrica del estudio neurobiolégico en salud
mental. En ella, se ejemplifican algunos hitos destacados relacionados con avances
terapéuticos, aspectos genéticos y neuroendocrinos, asi como desarrollos tecnologicos que han

contribuido a la comprensién actual de las bases bioldgicas de los trastornos mentales.
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Investigaciones P.Broca y C.Wernicke
Base para la comprensién de la asociacion entre
areas y funciones cerebrales especificas

Investigaciones J.M. Charcot
Histeria y relacion con sistema nervioso

Teorias sobre la conexion entre
funcion cerebral y trastornos mentales

™. Teoria psicologica psicoanalitica — S. Freud
~ . . . . .
U. Cerletti y L. Bini - TEC ™ Introduccion del inconsciente y la importancia de
L.J. Meduna - Convulsiones farmacoldgicas s la experiencia infantil en el desarrollo de
J. -
-~ trastornos mentales

E. Moniz, W. Freeman y J. Watts - Lobotomia

A. Carlsson - DR y sistema recompensa
Imipramina, litio, clorpromacina
Descubrimiento de otros psicofarmacos
antipsicoticos y antidepresivos

Fluoxetina
Identificacion de DRD1 y receptores POE
PET, TC, RMN - Visualizacion del cerebro y
mejor comprension de anatomia cerebral
Investigacion sobre NT dopamina y serotonina -
Mecanismos neuroquimicos

Avances en Genética
Posibles marcadores genéticos relacionados

Proyecto Genoma Humano
fRMN y avances en PET - Actividad cerebral S

Epigenética
Enfoques - dmicos

Optogenética
. SIGLO XIX Neurociencia de sistemas - Conectividad cerebral,
. SIGLO XX plasticidad sinaptica, redes neuronales y
SIGLO XXI comunicacion entre regiones cerebrales

Figura 1. Investigacion neurobiolégica en salud mental: evolucion histérica. Elaboracion
propia.

Nota. DR, receptores dopaminérgicos; DRD1, receptor dopaminérgico de tipo 1; NT, neurotransmisores; PET,
tomografia por emisién de positrones; POE, sistema opioide; RMN, resonancia magnética transcraneal; TC,
tomografia computarizada; TEC, terapia electroconvulsiva.

Enlazando con lo anterior, se pueden distinguir varias areas de estudio que emplean modelos y
herramientas propias, cuya sofisticacion se ha ido nutriendo de los avances de la ciencia a lo
largo de las décadas (23-26) (ver Tabla 1). En el marco teérico, esta compartimentalizacion

facilita la identificacion de los aspectos neurobioldgicos especificos de los que se encarga de
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forma predominante cada area de estudio; si bien no representan compartimentos estancos,
pueden tener influencia de otras ramas de la medicina, asi como cierto grado de solapamiento

y complementariedad entre ellas.

Transversalmente, los estudios neurobioldgicos desarrollados en humanos se extienden desde
estudios del cerebro postmortem, de neuroimagen y neuropsicoldgicos, al estudio de sustratos
en fluidos biolégicos como liquido cefalorraquideo (LCR), plasma y suero (citoquinas,
neurotrofinas, neurotransmisores, otros factores neuroendocrinos, genes). Sin embargo, algunas
areas de investigacion clinica pueden quedar limitadas debido, por ejemplo, a consideraciones
éticas y técnicas. En este sentido, el uso de modelos animales en estudios preclinicos (como
especies de roedores) habilita manipulaciones genéticas, farmacoldgicas y conductuales que
favorecen la comprensién de determinados aspectos neurobioldgicos, pudiendo servir de base
y/o complementar a los estudios clinicos (27-31). La investigacidn neurobiologica traslacional
es la encargada de trasladar los hallazgos preclinicos a un nivel clinico que, a su vez, deben ser
traducidos a la practica clinica (32-35). Globalmente, la integracion del conocimiento
neurobioldgico proveniente de las distintas perspectivas permite la aproximacion a una
comprensién més holistica y ajustada de los diferentes actores neurobioldgicos en el devenir de
la patologia psiquiatrica y su nosologia (36).

Tabla 1. Neurobiologia en salud mental: areas de investigacion, objeto de estudio y técnicas
empleadas. Elaboracion propia.

Areas Objeto de estudio Ejemplos de técnicas

TC; RMN estructural y funcional;

Neuroimagen Estructura y funcion cerebral PET: SPECT, 2PFM

Andlisis expresion génica
(secuenciacion ARN y PCR en
tiempo real); secuenciacion de

genes especificos; GWAS

Genética molecular . -
Influencia genética en salud mental

Epicenética Influencia de factores ambientales en Inmunofluorescencia y HR-FM;
Y la regulacion génica sin cambios en la | analisis expresion génica y bisulfito
secuencia del ADN de sodio; ChIP y ChlP-Seq
HPLC; espectroscopia de RMN;
Neuroquimica y microdialisis cerebral; medicién de

Neuroendocrinologia hormonas (sangre, saliva, cabello);
estimulacion/ supresion hormonal;
neuroimagen funcional ante
estimulos hormonales; alteraciones

genéticas

Estudio de neurotransmisores y de la
interaccion entre SN y endocrino
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Neuropsicologia

Electro y Neurofisiologia

Conectividad neuronal y
dindmica de redes

Neurobiologia del desarrollo

Neuroinmunologia y
neuroinflamacién

Relacion funcioén cerebral - conducta

Estudio de funcién y actividad
bioeléctrica (excitabilidad,
conductancia idnica y comunicacion)
y aplicacidn en regulacion de
respuestas fisioldgicas y cognitivas/
emocionales/ conductuales
(bio/neurofeedback, SN autbnomo)

Estudio de estructura, organizacion y
dindmica de redes neuronales, desde
conexiones sinapticas hasta circuitos
neuronales, incluyendo procesos
como la neuroplasticidad

Desarrollo del SN desde concepcién
hasta adultez e influencia de factores
bioldgicos y ambientales

Interaccion entre SN e inmunolégico,
incluyendo el papel de la inflamacion
en el cerebro y del eje microbiota
gastro-vago-cerebral

Regulacién de amplia gama de

INTRODUCCION

Pruebas neuropsicolégicas
estandarizadas: WSCT, TMT,
SCWT, IGT, digitos, vocabulario

EEG; hdEEG; MEG; PE; registro
de unidades Unicas neuronales;
técnicas de biofeedback (ECG,

HRV, EMG, respuesta galvanica y

temperatura cutaneas) y
neurofeedback (EEG)

Mapeo de redes (RMN,
modelizaciéon computacional, DTI);
optogenética; estimulacion cerebral

no invasiva

Neuroimagen fetal; seguimiento y
analisis de expresion génica durante
desarrollo cerebral

Dosificacion de citocinas en suero;
marcadores inmunoldgicos en LCR;
autoreactividad inmunoldgica;
andlisis de microbiota

Actigrafia, electrofisiologia,

espectrofotometria (nucleo
supraquiasmatico y genes del reloj
bioldgico)

funciones fisiolégicas y
comportamentales por el reloj
bioldgico interno del cerebro

Ritmos circadianos

Modelo animal; ensayo clinico
(toxicidad, farmacocinética,
farmacodinamica); investigacion
con farmacos psicoactivos

Desarrollo de nuevos tratamientos y
analisis de eficacia, efectos adversos,
tolerancia y mecanismos de accion de

psicofarmacos

Neurofarmacologia

Nota. ChIP, cromatina inmunoprecipitacion; ChIP-Seq, cromatina inmunoprecipitacion combinada con
secuenciacion de nueva generacion; DTI, tractografia por imagenes de resonancia magnética; ECG,
electrocardiograma; EEG, electroencefalografia; hdEEG, electroencefalografia de alta densidad; EMG,
electromiograma; GWAS, estudio de asociacion del genoma completo; HPLC, cromatografia liquida de alta
resolucién; HR-FM, microscopia de fluorescencia de alta resolucion; HRV, heart rate variability; IGT, lowa
Gambling Task; LCR, liquido cefalorraquideo; MEG, magnetoencefalografia; PCR, reaccién en cadena de la
polimerasa; PE, potenciales evocados; PET, tomografia por emision de positrones; 2PFM, microscopia de
fluorescencia de dos fotones; RMN, resonancia magnética nuclear; SCWT, Stroop Color and Word Test; SN,
sistema nervioso; SPECT, tomografia por emision de fotén Gnico; TC, tomografia computarizada; TMT, Trail
Making Test; WCST, Wisconsin Card Sorting Test.

1.2. Implicaciones de la investigacion neurobioldgica en salud mental

La identificacién de biomarcadores de las enfermedades mentales es una de las potenciales
implicaciones en la investigacion neurobioldgica que ha despertado un mayor interés (37,38).
Los biomarcadores hacen referencia a caracteristicas bioldgicas medibles en el organismo (a
nivel molecular, celular, tisular u organico) que puedan evaluarse objetivamente como

indicadores diagnosticos, pronosticos y/o terapéuticos ligados a un trastorno (39,40). Este
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hecho implica que algunos sustratos neurobiol6gicos podrian llegar a ser reconocidos como

biomarcadores en salud mental (41-43), si bien han sido escasamente validados (44). Por otro

lado, profundizar en las bases bioldgicas subyacentes a la fisiopatologia y la fenomenologia

clinica de estas condiciones patoldgicas puede comportar efectos multifacéticos que trasciendan

el ambito clinico e investigador, en el plano social, ético y legislativo. A continuacion, se realiza

una descripcién mas pormenorizada de las implicaciones en los diferentes &mbitos.

e Etiopatogeniay precision diagnostica (38,45-56).

©)

Discriminacion de sustratos neurobioldgicos que definen los mecanismos
etiopatogénicos y la fenomenologia clinica de un trastorno mental, asi como
epifendmenos. En este sentido, es importante sefialar que no toda anomalia
neurobioldgica asociada en su sentido mas amplio a un trastorno tiene por queé tener un

efecto causal ni un peso primario sobre el desarrollo de éste.

Identificacidon de biomarcadores que puedan ser indicadores objetivos de la presencia

de un trastorno mental e influir sobre la determinacidn de los criterios diagndsticos.

Distincion de perfiles biopsicosociales representativos de la naturaleza heterogénea de
los trastornos mentales, que permitan una mejor comprension de la variabilidad en su
presentacion clinica e influyan sobre la seleccidn personalizada de las estrategias de

tratamiento mas efectivas en cada caso.

Reconocimiento de sustratos neurobioldgicos compartidos que actian como factores de
riesgo y/o mecanismos etiopatogénicos transversales a varios trastornos, pudiendo tener
una influencia sobre la clasificaciéon categorial de los mismos. En este sentido, es
relevante destacar que la confluencia de un mismo factor en dos 0 mas trastornos no
tiene por qué implicar que sea un factor de riesgo para todos ellos. Asimismo, un factor

de riesgo no tiene asociado de forma inherente un caracter causal.

Diagnostico diferencial entre un trastorno mental y otras condiciones clinicas
(sométicas y psiquiatricas) que comparen aspectos comunes. Asimismo, diferenciacién
entre el contexto patologico de un proceso organico y variantes fisiologicas o

constitucionales de la normalidad.

e Intervenciony prevencion tempranas (57-59).
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Identificacion de biomarcadores protectores y de riesgo para el desarrollo de un

trastorno mental que sirvan como indicadores en el cribado de enfermedades mentales.

Caracterizacion de estadios en el desarrollo del trastorno basados en biomarcadores,
pudiendo ser identificados algunos de ellos como factores de vulnerabilidad que

predicen la progresién hacia un estadio clinico.

Desarrollo de programas preventivos de intervencion temprana dirigidos a personas
vulnerables que incidan sobre factores de riesgo y que permitan atenuar las

manifestaciones sintomaticas del trastorno, en caso de desarrollarse.

e Prediccion pronostica (45,56,60-62).

©)

o

Estadiaje del trastorno e identificacion de biomarcadores predictores evolutivos y de la
respuesta al tratamiento que puedan incluirse como método de evaluacion de esta y

permitan una adaptacion mas rapida y efectiva de las estrategias terapéuticas.

Distincion de perfiles biopsicosociales asociados a la progresion y/o gravedad del
trastorno. En este sentido, la identificacion de biomarcadores asociados a la gravedad
de un trastorno mental podria contribuir a redefinir los criterios de gravedad
establecidos que, en muchos casos, se basan en caracteristicas y/o puntos de corte

arbitrarios.

Identificacién de marcadores de riesgo fisico asociado al trastorno mental.

e Especificidad terapéutica (63-69).

Seleccion de enfoques psicoterapéuticos mas efectivos en base a las caracteristicas
neurobiolégicas del paciente que sean predictoras del efecto de la intervencion. La
integracion de conceptos neurobioldgicos en la psicoterapia también puede mejorar la

comprension mutua entre profesionales de la salud mental y pacientes.

Introduccion de terapias dirigidas mediante el disefio de programas de entrenamiento
cerebral destinados a mejorar aspectos como la plasticidad neuronal y la
autorregulacion emocional. Asi, la identificacion de anomalias neurobioldgicas
especificas puede proporcionar objetivos mas precisos para terapias no farmacolégicas,

como la estimulacion cerebral profunda y la estimulacion magnética transcraneal, que
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buscan modular la actividad cerebral para mejorar la funcion cognitiva y emocional.
También tendrian utilidad a la hora de guiar el desarrollo de la terapia basada en

neuro/biofeedback o la terapia génica en el campo de la salud mental.

Prescripcion de farmacoterapia personalizada que mejore la eficacia terapéutica y

prevenga la aparicion de los efectos secundarios psicofarmacologicos.

e Salud publica y desestigmatizacion (70-73).

o

Desarrollo de estrategias de prevencion poblacional, abordando determinantes
biol6gicos que podrian estar relacionados con la incidencia de trastornos mentales en

la poblacién general.

Educacién en salud mental sobre la naturaleza bioldgica de los trastornos mentales que
ayude a cambiar la percepcion publica y a combatir el estigma y la discriminacion
asociados con estas condiciones clinicas. Un enfoque médico que incorpore aspectos
relativos a la enfermedad cerebral en los trastornos mentales puede alejar a la opinion
publica de explicaciones mitificadas, poco sélidas y de escasa evidencia, que
frecuentemente asocian la culpabilizacion del paciente. Asimismo, podria favorecer la

busqueda de tratamiento y el acceso temprano a la atencion clinica.

e Investigacion continuada (74-87).

Comprension mas profunda de la interconexion entre procesos cerebrales y fenomenos

mentales, promoviendo un enfoque holistico para entender la salud mental.

Desarrollo de modelos animales que permitan explorar aspectos neurobioldgicos

especificos.

Promocién de enfoques moleculares “6micos” (gendmica, transcriptdmica, protedmica,
metabolomica y sus ramas) y “multiomicos” (combinando datos de diferentes enfoques
omicos) en la identificacion de “huellas bioldgicas” asociadas a aspectos como la
patofisiologia de un trastorno, el efecto de la intervencion terapéutica o la

susceptibilidad a los efectos adversos de ciertos psicofarmacos.
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Identificacion de dianas terapéuticas bioldgicas para el disefio de nuevas estrategias
psicofarmacoldgicas y el desarrollo de intervenciones terapéuticas innovadoras no

farmacoldgicas.

Investigacion colaborativa interdisciplinaria que implica la coordinacion vy
complementariedad entre disciplinas como la neurociencia, la medicina (neurologia y

psiquiatria), la psicologia y el derecho.

Desafios éticos (88-91).

©)

o

o

La recopilacién y digitalizacion de datos neurobioldgicos plantea desafios en términos

de consentimiento informado, privacidad y confidencialidad.

La disponibilidad y la propiedad de los datos neurobioldgicos, asi como el acceso de la
poblacion a test basados en aspectos neurobiolégicos también supone importantes

elementos a considerar.

Asimismo, debe promoverse la toma de decisiones éticas a la hora de interpretar y
comunicar los hallazgos neurobioldgicos a los pacientes, teniendo en cuenta su
naturaleza compleja, la variabilidad individual y las implicaciones psicosociales, entre

otros factores.

De manera particular, en la era genémica, la posibilidad de manipulacion genética para
prevenir o tratar trastornos mentales requiere consideraciones éticas y regulatorias

cuidadosas.

Politicas de salud mental (92,93).

Asignacion de recursos para la investigacion y el tratamiento de trastornos mentales,

destacando la importancia de abordar estas condiciones desde una perspectiva integral.

Disefio de politicas de salud publica méas efectivas, abogando por enfoques basados en

la evidencia y la promocién de la salud mental a nivel comunitario.

En resumen, el estudio de sustratos neurobioldgicos en trastornos mentales tiene el potencial

de transformar la practica clinica al mejorar la precision diagnostica y prever el prondstico,

promoviendo la introduccion de estrategias preventivas orientadas al diagndstico precoz, asi
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como a la intervencion sobre trayectorias evolutivas mas torpidas. En esta linea, su utilidad
también estriba en su potencial contribucién a la distincion de subtipos o perfiles clinicos y al
desarrollo de nuevas intervenciones terapéuticas, abogando por el disefio de estrategias
preventivas y de tratamiento mas efectivas y personalizadas que tengan en cuenta las
variaciones individuales para optimizar su resultado (medicina de precision) (94). Sin embargo,
resulta fundamental abordar no so6lo los aspectos médicos, sino también aspectos éticos,
sociales y de salud publica para garantizar un enfoque integral y equitativo en el estudio y el
tratamiento de los trastornos mentales. Dicho esto, cabe mencionar que la comprension actual
de estos sustratos estd en constante evolucién, y son necesarias mas investigaciones para

traducir estos avances en beneficios clinicos tangibles.
1.3. Genetica

La investigacion en genética ha puesto de manifiesto la existencia de diferencias
interindividuales en la secuencia de ADN del genoma humano. A pesar de que la variacion
genética heredada parece desempefiar un papel fundamental en las enfermedades humanas, aun
no se ha caracterizado en gran medida (95). Ciertamente, se han identificado genes de
enfermedades altamente hereditarias que siguen un patron de herencia “mendeliano”, en el que
una variacion concreta heredada en un gen especifico es necesaria y suficiente para causar la
enfermedad. Sin embargo, a pesar de la gran penetrancia de las enfermedades monogénicas, su
frecuencia es rara en la poblacion (96). Precisamente, en las enfermedades comunes, el reto de
estudio radica en la intuicion de un patrén de herencia complejo, basado en la combinacion de
un riesgo poligénico asociado a multiples variantes genéticas de susceptibilidad y factores
ambientales (95,97).

Los trastornos mentales se consideran enfermedades comunes, siendo cada vez mayor la
evidencia de su asociacién con factores de riesgo genético, tanto en su inicio en la etapa infanto-
juvenil como en aquellas que debutan en la etapa adulta (98). Asi, el concepto de la
heredabilidad ha despertado un gran interés en el ambito de la psiquiatria, representando el
estudio de aspectos genéticos una fuente valiosa de conocimiento para dilucidar en qué
proporcion las variaciones genotipicas interindividuales pueden contribuir a explicar
diferencias en la expresion fenotipica de determinados rasgos (99,100). El rango medio
estimado de heredabilidad genética de la patologia psiquiatrica es amplio y se mueve entre el

40% y mas del 80%, siendo la esquizofrenia y el trastorno bipolar algunos de los trastornos de
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mayor heredabilidad (101,102). En la era de la genémica, esta informacion puede ser de utilidad
no solo para identificar genotipos de riesgo asociados a esta condicion patoldgica, sino tambiéen
para ayudar a entender diferencias en el perfil clinico, el curso y la gravedad entre individuos

que padecen un trastorno e, incluso, en su respuesta al tratamiento (102,103).
1.3.1. Genética molecular

En el genoma humano se han descrito distintos tipos de variantes genéticas, como las
repeticiones en tandem de nimero variable (VNTR), inserciones y deleciones, variaciones en
el nimero de copias, reordenamientos cromosdmicos (como inversiones y translocaciones) y
los polimorfismos de nucle6tido Gnico (SNP) (104). Cada una de las formas alternativas que
puede presentar una secuencia genética en una determinada region o locus de un cromosoma,
ya sea por polimorfismo tipo SNP o una variacion que afecte a un segmento de bases, se
denomina alelo (105).

Los SNP representan el tipo de variante mas simple del genoma humano, en la que un sélo
nucleotido (adenina, citosina, guanina, timina) puede ser intercambiado, eliminado o afiadido
en una secuencia de ADN (105-107). Suponen en torno al 90% de todas las variaciones
gendmicas humanas y tienden a heredarse de forma muy estable entre generaciones. Todos los
tipos de SNP pueden tener asociado un fenotipo observable, al igual que estar ligados a una

condicion patoldgica (108).

En las enfermedades complejas, el genotipado de SNP (generalmente, obteniendo el ADN a
partir de leucocitos en sangre venosa periférica) y los estudios de asociacion han permitido
explorar la existencia de asociaciones positivas (predisposicion) o negativas (proteccion) de
variantes genéticas con el riesgo de aparicion de ciertos rasgos y condiciones patolédgicas (109—
112). Los estudios de asociacion se basan en dos tipos de aproximaciones: asociacion de genes
candidatos y, mas recientemente, asociacién genomica (GWAS). El estudio de asociacion de
genes candidatos selecciona la exploracion de determinados genes en base a los hallazgos sobre
la neurobiologia del trastorno y analiza diferencias significativas en la frecuencia de
determinadas variantes genéticas entre casos y controles, con el fin de explorar la existencia de
vulnerabilidad genética para un trastorno. Los estudios GWAS van mas alla del estudio de
genes candidatos, permitiendo explorar a gran escala y de manera simultanea un espectro
completo de alteraciones gendmicas asociadas con un determinado rasgo o enfermedad en todo

el genoma humano (113). Muchas de ellas van a estar ligadas a genes cuya expresion esta
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enriquecida en el sistema nervioso, implicados en funciones cerebrales y procesos como la
plasticidad neuronal y la neuroinflamacién (114). Globalmente, el conocimiento derivado de
este tipo de estudios e impulsado a nivel internacional mediante la creacion de redes y
consorcios, como el Consorcio de Gendmica en Psiquiatria, puede tener un gran impacto en la

préctica clinica y en el marco de una medicina de precision (100,115).
1.3.2. Familia de las neurotrofinas

El rol de la familia genética de las neurotrofinas (NTF) despierta un gran interés en el ambito
de la neurobiologia de los trastornos neuropsiquiatricos debido a su polifacética implicacion
funcional en procesos relacionados con el sistema nervioso, ya desde la etapa del desarrollo
embrionario (116-120).

Componentes

En las especies mamiferas, esta familia estda compuesta por el factor de crecimiento nervioso
(NGF, del inglés nerve growth factor), el factor neurotrofico derivado del cerebro (BDNF, del
inglés brain-derived neurotrophic factor) y las neurotrofinas 3y 4 (NTF3 y NTF4, esta tltima
también denominada NTF4/5 o NTF5) (117). Las NTF son sustratos de naturaleza proteica y
estructura homodimérica, sintetizadas como pre-pro-NTF, que tienen dos formas
bioldgicamente activas: pro-NTF, o forma precursora, y NTF en su forma madura (121,122).
Las NTF son secretadas a demanda en el tejido nervioso por neuronas presinapticas y
postsinapticas y células gliales, pero también por células del sistema inmune y en tejidos como
el cardiovascular y el muscular. De hecho, muchos tejidos sintetizan NTF para promover su
inervacion durante el desarrollo embrionario, actuando estos ligandos de forma autocrina o
paracrina. Las NTF maduras actGan a través de su unidn con receptores especificos de tipo
tirosina quinasa de alta afinidad (Trk) de tipo A, B y C, anclados en la membrana plasmatica
celular (123). Alternativamente, se ha identificado un receptor de baja afinidad de 75 KDa, el
P-75NTR (p75) (gen NGFR, situado en el cromosoma 17¢), que es miembro de la superfamilia
del factor de necrosis tumoral (TNF) (124). A él se unen todas las NTF maduras v,
predominantemente, las pro-NTF (117,125). Este receptor también actGa como modulador de

la afinidad y especificidad de los receptores Trk por sus ligandos (125,126).

Funciones
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Las NTF desempefian un amplio rango de funciones bioldgicas, sobre todo, a nivel del sistema
nervioso (117,125) (ver Tabla 2). Desde la etapa embrionaria, esta familia de factores
neurotroficos esta implicada en el desarrollo y funcionamiento del sistema nervioso central y
periférico y, de acuerdo con la hipdtesis neurotréfica, su presencia es necesaria para garantizar
la supervivencia de los distintos grupos neuronales, como neuronas dopaminérgicas,
serotoninéergicas, GABAEérgicas (del ligando acido y-aminobutirico, GABA) y glutamatérgicas
(125,127,128). Asi, por ejemplo, NGF y NTF3 son requeridas para el desarrollo del sistema
nervioso simpatico mediante su union al receptor TrkA; NGF se expresa altamente en neuronas
sensoriales encargadas de la regulacion termo- y nociceptiva; y el complejo BDNF-TrkB ejerce
una regulacion sobre la ingesta y el metabolismo energético, promoviendo la sefializacion

anorexigénica a nivel del hipotalamo ventromedial y del circuito de la recompensa (125).

La familia NTF también modula la migracion neuronal y la sintesis de neurotransmisores
requeridos para asegurar el correcto funcionamiento neuronal. En su intervencién sobre los
procesos de diferenciacion, crecimiento y muerte neuronal, el binomio pro-NTF-p75 se ha visto
implicado en el envejecimiento celular y en la muerte celular por apoptosis (118). Otras de sus
acciones pasan por la regulacion sobre la funcion neuronal actividad-dependiente y el desarrollo
dendritico y axonal (129). Asi, por ejemplo, BDNF-p75 induce la poda dendritica. Por tltimo,
las NTF también modulan la plasticidad neuronal, es decir, la capacidad del sistema nervioso
para adaptarse y cambiar en respuesta a experiencias y estimulos del entorno, siendo una de las
funciones atribuidas de forma muy caracteristica a BDNF (125). Esta NTF se ha asociado con
una accion neuroprotectora, participando en la reparacion del dafio neuronal y en la

recuperacion funcional, ademas de potenciar el efecto de enzimas antioxidantes (128).

Al margen del sistema nervioso, las NTF se han visto implicadas en la regulacion de la
angiogénesis 'y vasculogénesis, la respuesta inmune Yy procesos inflamatorios, el
funcionamiento gastrointestinal e, incluso, se ha hipotetizado un posible rol en el
funcionamiento del eje gastro-vago-cerebral (121,130-132).

Si bien, estrictamente, no forman parte de la familia NTF, otros factores neurotroficos
comparten algunas similitudes funcionales, como el factor neurotréfico ciliar (CNTF, del inglés
ciliary neurotrophic factor). EI gen CNTF se expresa en el tejido nervioso y este polipéptido
participa en la supervivencia y el crecimiento neuronal, asi como en la sintesis de

neurotransmisores (133). Su accion principal, mediante la union a su receptor (CNTFR), esta
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relacionada con la regulacion del apetito y el metabolismo energético a nivel hipotalamico,

induciendo sefiales de saciedad (134). EI gen CNTF también se expresa en otros tejidos como

el 6seo, habiendo sido CNTF relacionado funcionalmente con una reduccion de la osteosintesis

(135).

Tabla 2. Familia de las Neurotrofinas. Elaboracion propia.

Neurotrofinas NGF BDNF NTF3 NTF4
Gen/Cromosoma NGF (1p) BDNF (11p) NTF3 (12p) NTF4 (199)
TrkC
Receptor TrK TrkA TrkB NTRKS3 (15q) TrkB
Gen/Cromosoma NTRK (1q) NTRK2 (9q) TrkA'y TrkB NTRK2 (9q)
('Vafinidad)
Tejido nervioso Expreﬁlecilr:ount;:;:ua en
(interneuronas (hipocampo
GC'?;E rfér nﬁ:L;rsoggs amigdala, cortex
°rg cerebral, septum, .
cortex e - Sobre todo, en el | Neuronasy células
. i ganglios dorsales
hipocampo; —— . desarrollo no neuronales de
. ) . SNP; retina) y glia . . ] .
. estriado y tdlamo; embrionario (NE) | médula espinal y
Expresion . s
ganglios basales; Otros tejidos V¥ en cerebro (NE)
cerebelo; ganglios - SNC > SNP
p . : (cardiovascular, . " .
e espina dorsal; muscular, pulmonar (neuronas y glia) | Tejido no nervioso
retina) L ' (muscular)
esplénico,
" gastrointestinal,
L
. ’ prostatico, células
muscular, inmunes) inmunes y timo)
Supervivencia Supervivencia
neuronal neuronal
Sintesis y Crecimiento y Crecimiento y
supervivencia diferenciacion diferenciacion
neuronal neuronal neuronal Supervivencia
Funciones (simpéticas y Transmision (simpéticas y di?erenciaciény
Sistema nervioso sensoriales) sinaptica sensoriales) neuronal (NE)
Desarrollo Plasticidad neuronal Transmision
dendritico y axonal Expresion proteica sinaptica
Memoria 'y Memoria 'y Plasticidad
aprendizaje aprendizaje neuronal (SNSi)
Induccién de Expresion
saciedad proteica

Nota. BDNF, brain-derived neurotrophic factor; GABA, 4cido y-aminobutirico; NE, nicleo estriado; NGF, nerve
growth factor; NTF3, neurotrofina 3; NTF4, neurotrofina 4; SNC, sistema nervioso central; SNP, sistema nervioso
periférico; SNSi, sistema nervioso simpatico; Receptor TrK, receptor de alta afinidad tirosina quinasa; TrKA,
receptor tirosina quinasa tipo A; TrKB, receptor tirosina quinasa tipo B; TrKC, receptor tirosina quinasa tipo C.

V¥, menor.
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1.4. Sustratos neurotransmisores y neuroendocrinos

Los sustratos neurotransmisores y neuroendocrinos van a participar en la regulacién fina de
diversos procesos fisiologicos que se han visto implicados en la patogenia de los trastornos
mentales como la respuesta al estrés, la ingesta alimentaria, el suefio, la motivacion o el
procesamiento de la recompensa, entre otros (ver Tabla 3). En esta linea, la comunicacion entre
el sistema nervioso y el endocrino resulta esencial para mantener la homeostasis corporal, asi
como para la adaptacion funcional a cambios en el medio interno y externo. Los sustratos
neuroendocrinos van a delinear la interaccion entre ambos sistemas, lo que implica la liberacion
de sustancias quimicas especificas que actian como neurotransmisores en el sistema nervioso

y como mensajeros hormonales en el sistema endocrino (136).

Se han descrito anomalias funcionales en varios sistemas neurotransmisores (dopaminérgico,
serotoninérgico, opioide, glutamatérgico GABAGérgico, colinérgico, etc.) y vias
neuroendocrinas (eje hipotalamo-hipofiso-adrenal (HPA), hormonas reguladoras del
metabolismo energético, estrés oxidativo...) asociadas a trastornos afectivos, relacionados con
la ansiedad, la esquizofrenia, los trastornos del espectro del autismo, etc. (ver Tabla 3). Si bien
algunas de estas alteraciones neuroquimicas se han reportado a nivel genético y epigenético,
otras disfunciones moleculares hacen referencia directa a la disponibilidad y/o actividad
receptorial, al metabolismo de los ligandos, a sus concentraciones y/o a las de sus metabolitos
en diferentes tejidos y fluidos bioldgicos (78,137-139). Al margen de los modelos animales,
los estudios in vivo de cerebro postmortem, la neuroimagen funcional (como la tomografia por
emision de positrones, PET) y el analisis en fluidos como LCR y sangre periférica constituyen

algunos de los principales métodos de evaluacidn de estos sustratos en estudio clinicos.

Tabla 3. Principales sustratos neurotransmisores/neuroendocrinos estudiados en salud mental,
funciones fisioldgicas y trastornos mentales relacionados. Elaboracion propia.

Sustrato neurotransmisor/ Funciones fisiolégicas Trastornos mentales en los que se han
neuroendocrino/Sistema/Eje descrito anomalias
. Recompensa, motivacion, Trastornos afectivos (depresion 'y Tr.
Dopamina movimiento, estado de animo, bipolar), esquizofrenia, TDAH, TOC,
plasticidad sinaptica adiccion
Serotonina Regulacion del estado de animo, | Depresion, trastornos relacionados con la
suefio, apetito, impulsividad ansiedad (TAG), TOC
) L . Trastornos afectivos (depresion y Tr.
Noradrenalina Respuesta fisiologica al estres y

bipolar), trastornos relacionados con la
ansiedad (TAG), TDAH
Acetilcolina Contraccion muscular, memoria, Trastornos del suefio, TDAH,
aprendizaje, atencion esquizofrenia

del estado de &nimo, atencion
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Glutamato

GABA

Sistema opioide

Oxitocina

Melatonina

Vasopresina

Hormonas sexuales y eje
HPG

Hormonas tiroideas y eje
HPT

Cortisol y eje HPA

Excitacién neuronal, plasticidad
sinaptica, aprendizaje, memoria,
regulacion afectiva
Inhibicién neuronal, relajacion,
control de la ansiedad
Regulacion del dolor, respuesta
al estrés y estado de animo,
respuesta hedoénica

Vinculos sociales, reproduccion

Regulacion del ciclo suefio-
vigilia, funcién antioxidante,
regulacion del sistema
inmunitario
Regulacién del equilibrio
hidrico, comportamiento social,
estrés
Desarrollo sexual, reproduccion,
regulacion del estado de animo,
funcion cognitiva

Desarrollo cerebral, regulacion
del estado de &nimo

Respuesta al estrés, inflamacion,
regulacion de procesos
metabolicos (metabolismo
proteico, glucosa, etc.)

INTRODUCCION

Esquizofrenia, Tr. Afectivos, adiccion

Tr. Afectivos, trastornos relacionados
con la ansiedad, TEPT, psicosis
Trastornos afectivos (depresiony Tr.
bipolar), trastornos relacionados con la
ansiedad, TEPT, TOC, adiccion
Depresion, ansiedad, trastornos del
espectro autista

Trastorno del suefio, trastornos afectivos
(depresion, tr. bipolar, tr. afectivo
estacional), TDAH, psicosis

Depresion, ansiedad, esquizofrenia,
trastornos del espectro autista

Trastornos afectivos (depresién,
trastorno disférico premenstrual),
trastornos relacionados con la ansiedad
Trastornos afectivos (depresiony Tr.
bipolar), trastornos relacionados con la
ansiedad

Trastornos afectivos (depresiony Tr.
bipolar), trastornos relacionados con la
ansiedad, TEPT

Nota. GABA, 4acido y-aminobutirico; eje HPA, eje hipotalamo-hipéfiso-adrenal; eje HPG, eje hipotalamo-
hipofiso-gonadal; eje HPT, eje hipotdlamo-hip6fiso-tiroideo; TAG, trastorno de ansiedad generalizada; TDAH,
trastorno por déficit de atencion con hiperactividad; TEPT, trastorno de estrés postraumatico; TOC, trastorno
obsesivo-compulsivo.

1.4.1. Sustratos neurotransmisores y neuroendocrinos reguladores de la

homeostasis energética

Una de las funciones fisiologicas del organismo que se considera fundamental para la
supervivencia es el mantenimiento de la homeostasis energética, entendida como el equilibrio
finamente regulado entre la ingesta caldrica y el gasto energético. Clasicamente, se ha descrito
un doble mecanismo de mantenimiento de la homeostasis energética: a corto plazo,
vehiculizado por sefiales de hambre y saciedad en funcidn de los requerimientos nutricionales;
y a largo plazo, centrado en salvaguardar las reservas energéticas del organismo. Este proceso
constituye un buen ejemplo de coordinacion entre el sistema nervioso y el endocrino, a través
de un complejo sinergismo de neurotransmisores y hormonas que delimitan circuitos de

retroalimentacion a diferentes niveles (140).

Bajo el paraguas de los sustratos reguladores de la homeostasis energética pueden agruparse

componentes neurotransmisores y neuroendocrinos de distinta naturaleza (proteica, lipidica,
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etc.) y origen (cerebral, periférico, mixto), caracterizados por una participacién funcional
destacada en la regulacién de dicho proceso (140). No obstante, conforman un grupo variopinto
desde el punto de vista funcional, que implica otras acciones mas alla de la regulacion de la
ingesta y de las reservas energéticas, tanto a nivel central como periférico (141-143). El sistema
endocannabinoide (sistema eCB), el sistema grelinérgico y las adipocitoquinas representan
algunos de los sustratos que tienen en coman su participacion estratégica en la regulacion de la
homeostasis energética celular y tisular mediante el ajuste funcional de diversas vias
metabolicas esenciales a nivel cerebral y en tejidos periféricos, lo que comporta una accion

ubicua y multifacética en el organismo (144-147).

En esta linea, las vias neurales que regulan la ingesta y la homeostasis energética redundan en
gran parte con aquellas que regulan funciones como el procesamiento de recompensas, el estrés,
el estado de animo, el miedo y la ansiedad, pudiendo tener estos sustratos un papel adicional en
el refuerzo de recompensas alimentarias y no alimentarias (sustancias, dinero, sexo, juego, etc.),
asi como una influencia en procesos como el aprendizaje, la regulacién del estrés o el
funcionamiento ejecutivo. En el sistema nervioso central, el hipotdlamo-rombencéfalo y el
circuito mesocorticolimbico de recompensa constituyen los maximos exponentes anatémico-
funcionales implicados, respectivamente, en la regulacion homeostatica y hedonica (no
homeostatica) de la ingesta y el metabolismo energético (148). No obstante, la interaccion con
aspectos oportunisticos del medio (p.e., la disponibilidad de alimentos), sociales y relacionados
con el aprendizaje, las emociones, el estrés y la cognicién van a influir también en la compleja
regulacion no homeostéatica de la ingesta, que va mas alla de las necesidades fisioldgicas del

organismo.

Diferentes regiones hipotaldmicas interconectadas son las encargadas de integrar a nivel
cerebral las sefiales periféricas externas e internas de hambre y saciedad (a corto plazo y de las
que forma parte la sefalizacion neuroendocrina de hormonas como la grelina y la
colecistoquinina) y las sefiales relativas a las reservas energéticas (a largo plazo y de las que
forma parte la sefializacion neuroendocrina de hormonas como la leptina). El nicleo arcuato
contiene neuronas orexigénicas que expresan el neuropéptido Y, y la proteina relacionada con
el Agouti, (NPY/AgRP), asi como neuronas anorexigénicas, que expresan
proopiomelanocortina y el péptido regulado por cocaina y anfetamina (POMC/CART). Este
nacleo va a enviar proyecciones a otras areas hipotalamicas como el nucleo paraventricular

(PVN), donde se sintetizan otras hormonas como la oxitocina, la hormona liberadora de
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tirotropina y la de corticotropina (CRH), y el hipotalamo medial y lateral (HL). EI PVN se
considera un centro integrativo que influencia la actividad del sistema nervioso autonémico y
la actividad hipofisaria. Por su parte, el hipotdlamo medial es un centro anorexigénico
conectado a regiones como la amigdala, mientras que el HL es un centro orexigénico, productor
de orexinas y de la hormona concentradora de melanina. A través de las proyecciones
neuroendocrinas extrahipotalamicas, este circuito se considera el principal orquestador de vias
homeostaticas relacionadas no sélo con el apetito, sino también con la termorregulacion, la
respuesta al estrés, el ciclo suefio-vigilia, la funcion sexual, etc. (149-151). Ademas, interviene
en la regulacion de aspectos motivacionales relacionados con la recompensa mediante la

conexion que se establece entre el HL y el circuito mesolimbico (NAcc y tdlamo) (148).

Por otro lado, el circuito hedoénico se considera primordial en los efectos conductuales de
reforzadores naturales (como la comida y el sexo) y no naturales (como sustancias y juego)
(152,153), estando principalmente orquestado por el sistema dopaminérgico (154,155). Cuando
se proporciona un estimulo gratificante, se aumenta directa o indirectamente la liberacion de
dopamina en el sistema de recompensa, generando una sefial gratificante o de refuerzo positivo
del comportamiento relacionado con la recompensa (156), ademéas de promover la conducta
orientada hacia la recompensa y la percepcion del placer asociado a la misma (152,153).

El circuito mesocorticolimbico esta compuesto por el area tegmental ventral (VTA), que
contiene neuronas dopaminérgicas, y sus proyecciones a: a) nucleo palido y nucleo estriado
(NE) ventral o accumbens (NAcc) (circuito mesostriatal), mediando el NAcc las proyecciones
de la VTA a otras areas como el HL, recibiendo proyecciones glutamatérgicas de areas
corticales y amigdala, y estando conectado a otras regiones implicadas en el procesamiento de
la recompensa como el NE dorsal; b) cortex prefrontal (PFC), que interviene en la inhibicién
conductual, el autocontrol, la planificacion, el refuerzo, la formacién de habitos y la memoria
de trabajo (circuito mesocortical); e ¢) hipocampo, relacionado con procesos de aprendizaje y
de memoria declarativa; amigdala, asociada a la memoria emocional; e insula, relacionada con

la regulacion emocional y la integracion interoceptiva (circuito mesolimbico) (148,153).

A pesar de que hay cierta controversia en separar la respuesta hedoénica en varios componentes
psicobioldgicos (157), globalmente, se pueden distinguir la motivacion (“querer”, del término
original inglés wanting), el hedonismo (“gustar”, del término original inglés liking) y el

aprendizaje por asociacion (entre el estimulo y el resultado de la respuesta conductual) (158).
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En condiciones fisioldgicas, estos componentes independientes interactian en tandem de
manera coordinada con las funciones cognitivas superiores para dirigir la conducta hacia los
objetivos (157), estando vehiculizados a nivel neuroquimico por la estimulacion dopaminérgica
(157), asi como por otros sistemas neurotransmisores moduladores (el sistema glutamatérgico,
el opioide y el eCB) y sefiales neuroendocrinas periféricas (como la grelina y la leptina) (158).
Aunque cuentan con cierto solapamiento neurobiol6gico, se ha sugerido que la respuesta de
wanting tiene una implicacion neuroanatémica y neuroquimica mas amplia que la del liking,
mas estrictamente relacionado con el placer y con pequefias regiones del sistema limbico que
incluyen al NAcc y al nucleo palido ventral (157,158). Estos componentes seran desarrollados
en profundidad mas adelante con objeto de abordar su intervencion en condiciones patoldgicas

y su potencial relacidn con los sustratos neurobioldgicos que son objeto de esta tesis doctoral.

En consecuencia, es muy probable que la modulacion de las vias neurobioldgicas que regulan
la homeostasis energética influya en aspectos cognitivos, emocionales y conductuales que no
estan exclusivamente asociados con la ingesta alimentaria y el balance energético (159). Asi, la
disfuncion de sustratos neurotransmisores y neuroendocrinos subyacente a cambios de la
homeostasis energética, tipicamente asociados a condiciones metabdlicas patoldgicas como la
obesidad (144), ha pasado también a integrarse como parte de los potenciales mecanismos
biolégicos implicados de alguna manera en la patofisiologia de los trastornos mentales
(138,139,160,161). Del mismo modo, también se ha sugerido que estas disfunciones
neuroendocrinas podrian jugar un papel en el riesgo metabdlico asociado a la patologia mental
(138,162). En el contexto de la presente tesis doctoral, se profundizard en la implicacion
funcional de algunos de estos sustratos en la salud mental, especialmente, en la adiccion y en

los trastornos de la conducta alimentaria (TCA).
1.4.1.1. Sistema endocannabinoide

La investigacion en neurociencia se ha beneficiado enormemente de descifrar los mecanismos
de algunos productos vegetales con un efecto a nivel conductual, posibilitando el
descubrimiento de sistemas de sefializacién enddgenos ubicuos y principalmente activos a nivel
cerebral (163). Un ejemplo interesante viene representado por la planta del cannabis (Cannabis
sativa L.), los fitocannabinoides como el AS-tetrahidrocannabinol (A°-THC, principal
componente psicoactivo del cannabis) y la descripcion del sistema eCB en especies animales
(164).
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Componentes

El sistema eCB estd compuesto por ligandos enddgenos conocidos como endocannabinoides
(eCBs), los receptores cannabinoides (CBR) y la maquinaria proteico-enzimatica responsable
de la sintesis, transporte y degradacion de estos ligandos (143).

Los eCBs tienen una naturaleza lipidica y, concretamente, son acidos grasos poliinsaturados
pertenecientes a la familia de los eicosanoides. La anandamida (AEA) y el 2-araquidonilglicerol
(2-AG) representan los ligandos cannabinoides més estudiados y mejor conocidos hasta la fecha
(165,166), aunque también han sido descrito otros eCBs como la oleiletanolamida (OEA) y la
palmitoiletanolamida (PEA) (167,168). Los eCBs son producidos a demanda en el sistema
nervioso por neuronas y células gliales, siendo biosintetizados de manera actividad-dependiente
a partir de diferentes precursores fosfolipidicos. Elementos esenciales de estos sustratos como
el glicerol, la etanolamina y el &cido araquiddnico se encuentran en la encrucijada de varias vias
metabdlicas y estan incluidos en varios componentes importantes de las membranas biol6gicas
y/o participan en el metabolismo energético celular (169). A diferencia de la mayoria de los
neurotransmisores, los eCBs no se acumulan en vesiculas intracelulares, siendo secretados al
espacio extracelular en respuesta a estimulos fisioldgicos o patoldgicos (estrés e inflamacion,
entre otros) (143). Se piensa que su rapida difusion y eliminacion del espacio sinaptico esta
mediada por un transportador transmembrana selectivo y saturable, que podria ser compartido
por ambos eCBs, si bien no se han identificado transportadores especificos (170-173). A nivel
cerebral, se han descrito concentraciones del 2-AG aproximadamente 200 veces més elevadas
que las de AEA (174,175). En tejidos distintos del nervioso, como el intestinal, el origen exacto

de la produccidn de los eCBs permanece aln inconcluso (176).

La biosintesis de los eCBs tiene lugar en diferentes pasos, habiéndose identificado varias rutas
biosintéticas (164). Las enzimas fosfolipasa D hidrolizante de N-acil-fosfatidiletanolaminas
(NAPE-PLD) y diacilglicerol lipasa (DAGL) estan implicadas en las vias canonicas de sintesis
de la AEA Yy el 2-AG, respectivamente (177-179). A nivel neuronal, estas enzimas se localizan
postsinapticamente, mientras que las enzimas catabdlicas estan presentes tanto a nivel
presindptico como postsinaptico (180). La amida hidrolasa de acidos grasos (FAAH) es la
enzima encargada de la degradacion de la AEA, mientras que la monoacilglicerol lipasa
(MAGL) y algunas serinas lipasas hacen lo propio con el 2-AG (181,182). No obstante, algunas
enzimas como la FAAH podrian ser componentes compartidos en la metabolizacion de ambos
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eCBs (164). ElI metabolismo cannabinoide es altamente preciso, siendo estos ligandos capaces
de regular mutuamente su metabolismo y existiendo la posibilidad de metabolizarse el uno en
el otro con el fin de mantener su accion pro-homeostatica (164,183). Alternativamente, los
eCBs comparten algunas vias metabolicas con otros sustratos de naturaleza lipidica, que
implican a enzimas como la prostaglandina-endoperéxido sintetasa 2 (COX-2), que oxigena el
2-AG dando lugar a prostaglandinas (181,184-186). Algunos de los metabolitos lipidicos de

estas vias también han demostrado ser ligandos endégenos de los receptores CBR (187).

Los principales CBR son el tipo 1 (CB1R) (188) y el tipo 2 (CB2R) (189), aunque se ha
planteado la existencia de otros receptores cannabinoides como los receptores GPR55 (también
denominado como CB3R) y GPR119 (190,191). EI CB1R y CB2R representan dos receptores
metabotropicos transmembrana acoplados a proteina G (GPR) (192), que se encuentran en el
sistema nervioso y en otros tejidos (193-195). ElI CB1R es el receptor cannabinoide por
excelencia en el cerebro, distribuido en regiones implicadas en el movimiento, la respuesta
afectiva, la cognicion, la temperatura, el apetito y la homeostasis metabolica. A nivel neuronal,
se considera un tipo de receptor ubicuo en la sinapsis quimica, al igual que otros receptores de
neurotransmisores convencionales como el glutamato, el GABA o la dopamina. El CB1R se
encuentra principalmente ubicado en los terminales axonales presinapticos de neuronas
GABAérgicas y glutamatérgicas, aunque también en neuronas serotoninérgicas, colinérgicas,
etc. (196). No obstante, los CB1R existen a nivel postsindptico (por ejemplo, en las
mitocondrias) y en células gliales como los astrocitos (197,198). En otros tejidos, el CB1R se
encuentra predominantemente en adipocitos, células inmunitarias, glandulas suprarrenales,
musculo esquelético, tracto gastrointestinal, pancreas, higado y génadas. Por su parte, el CB2R
es un receptor tipicamente periférico vinculado a sistemas como el hematopoyético y el
inmunitario (199,200), aunque también se expresa en neuronas y microglia cerebrales, pero en
menor concentracion que el CB1R (201). Tanto el receptor CB1R como el CB2R pueden formar
complejos heterodiméricos, mediante el acoplamiento entre ellos (CB1R-CB2R, CBI1R-
GPR55) y a los receptores serotoninérgicos (SHTR1A, 5SHTR2A), dopaminérgicos (DRD2),
GABAGérgicos u opioides, que van a determinar el rol fisioldgico del complejo receptorial (202).
Este hecho puede condicionar la forma en la que los eCBs interactian con otros sistemas
neurotransmisores y su repercusion funcional en procesos como la regulacion del afecto, la

motivacion o el procesamiento de la recompensa (164).
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Mientras que la AEA tiene una afinidad ligeramente mayor que el 2-AG por el CB1R y actla
como agonista parcial, el 2-AG es considerado un agonista completo (175,203). Por otro lado,
la AEA actia como un agonista débil del CB2R, pero el 2-AG exhibe una accién agonista
completa (175,203). Asimismo, la actividad de los receptores CB1R y CB2R esta regulada por
otros sustratos endogenos distintos de los eCBs como la hemopresina, que ejercen una funcion
antagonista (164). A nivel receptorial, también se ha descrito un mecanismo de regulacion de
la liberacion de los eCBs a largo plazo que pasa por la modulacion al alza o a la baja
(desensibilizacion) de los CBR con el fin de mantener la homeostasis de la sefializacion
cannabinoide (164). Adicionalmente, los eCBs y sus metabolitos también muestran afinidad
por receptores no cannabinoides, como el receptor metabotropico GPR18; el receptor
transitorio potencial vaniloide 1 (TRPV1, del que la AEA es un agonista completo); los
receptores activados por el proliferador de peroxisomas (PPAR); los receptores de
colecistoquinina; de las orexinas y de la serotonina (5HTR) (168,204,205).

En términos generales, se puede deducir que la AEA y el 2-AG directamente o traves de sus
metabolitos van a compartir vias anabdlicas, catabdlicas y de sefializacion receptorial con otros
ligandos cannabinoides, sistemas neurotransmisores y endocrinos, definiendo un amplisimo y

multifacético campo de accion.
Funciones

El sistema eCB es uno de los sistemas neurotransmisores mas ampliamente distribuidos en el
cerebro humano (197). Su desempefio funcional es esencial en el desarrollo cerebral, estando
expresado ya desde la fase preimplantacional, asi como su funcion neuromoduladora de
maultiples sistemas neurotransmisores y neurohormonales en el cerebro maduro, existiendo una

interaccion bidireccional con numerosas vias metabolicas y sefializadoras (143).

A nivel molecular, uno de los principales mecanismos de accién paracrinos atribuidos a los
eCBs es su papel como moduladores inhibitorios retrogrados de la liberacion de otros
neurotransmisores, a través de su union al CB1R presinépticos de los terminales axonales
excitatorios (glutamatérgicos) e inhibitorios (GABAérgicos) (206,207). La transmision
retrgrada es un mecanismo compartido por algunos factores neurotréficos como el BDNF o
neurotransmisores como el glutamato y el GABA, pero restringido a sinapsis especificas o en
ciertos tipos celulares (208). La accion de los eCBs en la sefializacion sinaptica retrégrada

ocurre en la mayoria de los terminales axonales tanto del sistema nervioso central como
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periférico y es bifésica (fasica y tonica) (164). La union presinaptica eCB-CB1R puede activar
diferentes vias intracelulares relacionadas con el metabolismo energético celular. Como
consecuencia, la activacion del CB1R se ha asociado con la reduccion de la excitabilidad de la
neurona presinaptica, suprimiendo la neurotransmision tanto excitatoria como inhibitoria
(dependiente de si se trata de los terminales glutamatérgicos o GABAérgicos, respectivamente),

y con la depresion sinaptica tanto excitatoria como inhibitoria a corto y largo plazo (209).

A través de este mecanismo de accidn retrogrado, el sistema eCB participa en la homeostasis y
plasticidad sinéptica a corto y largo plazo, en sinapsis especificas y a nivel de redes neuronales.
La sefializacion cannabinoide en células gliales como astrocitos, que cuentan con los receptores
CBR, liberan tanto la AEA como el 2-AG y almacenan algunos neurotransmisores, contribuye
a modular la actividad del sistema eCB como mensajero retrogrado, implicandolo en otra forma
de plasticidad sinaptica como es la potenciacion sinéptica excitatoria (209,210). Ademas, las
vias enzimaticas de metabolizacién alternativa de la AEA y el 2-AG también van a influir sobre

la funcion que ejerce el sistema eCB sobre la plasticidad sinaptica (206,207).

Ademas de actuar como mensajeros retrogrados, los eCBs y sus metabolitos pueden modificar
la excitabilidad neuronal por otras vias, incluyendo una accion anterégrada (143,209,211): a)
modulacion directa de canales ionicos relacionados con los receptores serotoninergicos,
gabaérgicos, TRPV1, etc. (212,213); b) activacion de canales de potasio mediados por el CB1R
de forma autocrina o paracrina (214,215); c) activacion por hiperpolarizacion de canales
cationicos mediada por el CB1R, habiéndose descrito su participacion en la plasticidad
sinaptica o el aprendizaje (216). A diferencia del CB1R, las implicaciones funcionales
derivadas de la estimulacion del CB2R son menos conocidas y se ha hipotetizado que podria
estar implicado en la modulacion de la respuesta inmune con una funcion neuroprotectora, de
la neurogénesis y de la permeabilidad de la barrera hematoencefalica. Asimismo, se ha
especulado que la expresidn neuronal de este receptor podria estar aumentada en la condicion
de enfermedad (147).

Llegado este punto, cabe subrayar que la AEA y el 2-AG no van a ser totalmente
intercambiables desde el punto de vista funcional (217,218) e, incluso cuando interactlan,
muestran una funcionalidad especifica y/o ejercen su accién a través de diferentes vias en
funciones similares (217,219). Asimismo, la accion pro-homeostatica del sistema eCB puede

traducirse en diferentes efectos desde el nivel molecular al conductual, en funcion del tipo de
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componente del sistema que interviene o del tipo de células implicadas en la sinapsis, entre
otros muchos factores. De hecho, en los ultimos afios, la ampliacion del conocimiento sobre
este sistema y su alcance funcional ha llevado a los investigadores a realizar una expansion
conceptual, acufiandose el término endocannabinoidoma. Bajo este apelativo se integran los
componentes habituales del sistema eCB, pero también todos aquellos elementos de diversa

naturaleza que de forma directa o indirecta modulan su funcionamiento (220).

Todo ello hace que, pese a intervenir en multitud de funciones fuera y dentro del sistema
nervioso, no siempre exista una definicion unidireccional de cada una de sus acciones (ver
Tabla 4): neurodesarrollo, proliferacion y diferenciacién celular en tejido nervioso y no
nervioso, transmision y plasticidad sinéptica, excitabilidad neuronal, metabolismo energético
celular, nocicepcion y percepcion sensorial, neuroproteccion, actividad locomotora, respuesta
al estrés, regulacion emocional y del afecto, funcionamiento cognitivo, emesis, respuesta
inmunitaria e inflamacion, respuesta de reparacion tisular, proliferacién tumoral y reproduccién
(221-227). En este sentido, su papel como neuromodulador siempre va a hacer que en su accion

prevalezca la busqueda del equilibrio homeostatico.

Tabla 4. Funciones fisiologicas pleiotropicas del sistema endocannabinoide. Elaboracion
propia.

Sistema/Tejido Funcién

¢+ Neurogénesis

¢ Plasticidad sinaptica y neurotransmision (formacion de memoria emocional y
extincion del miedo)

Neuroproteccion

Neuroinflamacion

Regulacién sensorial (olfativa), nociceptiva y termoceptiva

Memoria y aprendizaje

Procesamiento de la recompensa y motivacion

Manejo del estrés y regulacion afectiva

Regulacidn ciclo suefio-vigilia

Nervioso

* & & & o o o

¢ Modulacion de la respuesta inmune innata y adaptativa (proliferacion y
reclutamiento celular, liberacion de agentes pro/antinflamatorios)
Inmune ¢ Precursor de prostanoides
¢+ Regulacidn de la inflamacion
+ Intervencion en la respuesta autoinmune y en procesos inflamatorios crénicos
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Endocrino-
metabdlico

Adiposo

Muscular

Cardiovascular

Respiratorio

Digestivo

Dermatolégico

Oseo

Reproductor

Renal y urinario

Otros

* & o o

* & o o o
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Regulacién de ejes hipotalamo-hipdfiso-tiroideo, adrenal y gonadal
Metabolismo energético celular y homeostasis energética

Metabolismo lipidico = lipogénesis y adipogénesis en diferentes tejidos
Metabolismo glucosa = regula la formacion del pancreas endocrino, la
secrecién de glucagén/insulina, induce la captacion de glucosa

Regulacion del apetito = funcidn orexigénica, aumento de motivacion por la
ingesta y de la palatabilidad de los alimentos

Homeostasis energética con funcion anabdlica y resistencia a insulina
Inflamacion del tejido graso
Regulacion del estado ponderal

Modulacién del tono muscular y de la funcién del musculo liso
Recuperacion y adaptacion al ejercicio fisico

Regulacién de la presion arterial
Modulacién de la funcidn cardiaca y de la circulacién

Permeabilidad barrera epitelio-alveolar
Inflamacion respiratoria y respuesta a patdgenos

Participacion en el eje microbiota-gastro-vago-cerebral

Regulacién de la eubiosis y la permeabilidad de la barrera intestinal
Regulacidn de liberacion de hormonas gastricas (grelina, colecistoquinina)
Motilidad intestinal y secrecidn de liquidos

Inflamacion gastrointestinal

Proliferacién y diferenciacion celular
Cicatrizacion
Inflamacion cuténea y respuesta al dolor

Remodelacion dsea y osteogénesis
Inflamacion 6sea

Regulacidn de la fertilidad y reproduccion
Inflamacion en el contexto de la funcién reproductiva

Regulacidn del equilibrio &cido-base, funcion renal y de la motilidad vesical

Respuesta al dafio tisular y reparacion de tejidos
Regulacidn de la proliferacion tumoral

A través de su modulacion sobre la funcidn sinaptica, el sistema eCB se ha visto involucrado
en la regulacion de la homeostasis energética del organismo a nivel cerebral (218), ejerciendo
una influencia sobre la regulacion de la ingesta alimentaria en los circuitos homeostatico y
hedonico (228). En esta linea, la asociacion funcional entre el sistema eCB y el circuito de
recompensa ha sido descrita tanto en estudios animales como en humanos (229-232).
Globalmente, el sistema eCB favorece la sefializacion orexigénica a nivel del HL y del PVN
(233).
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En el circuito heddnico, los eCBs son coexpresados por las neuronas dopaminérgicas de la VTA
y en otras areas como el NAcc, actuando como moduladores de la sefializacion dopaminérgica
en regiones mesocorticolimbicas, a través de la activacién principalmente del CB1R y/o de la
activacion convergente de los receptores CB1R y dopaminérgicos (DRD1y DRD2) (234-237).
Estos receptores se expresan en las entradas presinapticas (inhibitorias y excitatorias) que
reciben las neuronas de la VTA. A este nivel, los eCBs pueden facilitar (terminales
GABAEérgicos) o suprimir (terminales glutamatérgicos) la actividad neuronal dopaminérgica
(236,238) y filtrar los inputs desde la VTA hacia otras areas del circuito como el NAcc (238).
En este ndcleo, los receptores CB1R se expresan en los terminales presinapticos de las
interneuronas GABAEérgicas, en los terminales glutamatérgicos de neuronas que proyectan
desde la PFC y en los terminales colaterales locales de las neuronas espinosas medias
GABAérgicas. Precisamente, en el NAcc, la accion de los eCBs en los terminales
glutamatérgicos aferentes de la PFC promueve la motivacion hacia la ingesta (wanting)
mediada por la desinhibicion de la VTA vy potencia las propiedades heddnicas de alimentos
altamente palatables (liking) (239-241). Aungue parece predominar este efecto, el sistema eCB
también puede dispensar una accion anorexigenica al actuar sobre los terminales GABAérgicos,
muestra de su fina regulacion para mantener la homeostasis en el procesamiento de la

recompensa (242).

A nivel central, el sistema eCB se ha visto implicado en otros mecanismos relacionados con la
homeostasis energética, actuando como inhibidor retrogrado de la liberacién de otros
neurotransmisores y hormonas en el hipotalamo (vasopresina, prolactina, otros ejes hipotalamo-
hipofisarios como el tiroideo y el gonadal), asi como de la termogenesis, mientras estimula la

secrecion de oxitocina (242).

A nivel periférico, la regulacion que ejerce el sistema eCB sobre la actividad neuronal
mientérica, la funcion autondmica, asi como la modulacién sobre la liberacién de neuropéptidos
gastrointestinales (como la grelina y la colecistoquinina), la permeabilidad intestinal y la
microbiota intestinal media su participacion en el eje gastro-vago-cerebral (176,243). Este eje
permite una comunicacion bidireccional entre el cerebro y el sistema gastrointestinal, en la que
intervienen vias neuroendocrinas, el nervio vago, factores inmunitarios y el microbioma
intestinal (244). Representa un componente fundamental de la regulacion hipotalamica sobre
procesos como la ingesta de alimentos y problemas metabolicos asociados, como la obesidad

(245). Asimismo, el sistema eCB también esta implicado en la regulacion de la homeostasis
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energética mediante sus acciones periféricas en tejidos como el adiposo y en procesos
metabolicos relacionados con sustratos lipidicos y glucosa, entre otros (246). En este punto,
este sistema es promotor de la conservacion de las reservas energéticas fomentando procesos
como la adipogénesis, la lipogénesis hepatica, pero inhibiendo la termogeénesis (247). Sobre el
metabolismo de la glucosa, este sistema fomenta la secrecion de insulina, si bien reduce la

sensibilidad hepatica a la misma.

Al margen de la funcion sobre la homeostasis energética, el sistema eCB es un regulador
fisioldgico central de la respuesta al estrés, la regulacion del afecto y la funcion cognitiva (248).
En esta linea, constituye un importante sistema de amortiguacion que limita la magnitud y
duracion de las respuestas al estrés cuando se produce una amenaza 0 experiencia aversiva
(248). Precisamente, en el PVN existe una produccion de los eCBs estimulada en respuesta al
estrés. En este contexto, los eCBs regulan a la baja la actividad del eje HPA mediante la
inhibicion de la hormona anorexigénica CRH y de los demas componentes del eje HPA en
hipdfisis y tejidos periféricos (249). Sumado al efecto orexigénico, esta accion contribuye a
amortiguar la respuesta al estrés, devolviendo el estado homeostatico (250). Asimismo, la
activacion prolongada del PVN en contexto del estrés puede ser atenuada via CB1R en los
terminales glutamatérgicos de la PFC que proyecta al PVN (251). No obstante, el PVN
establece una comunicacion bidireccional con otras areas que expresan la CRH, como amigdala
e hipocampo, en la regulacion de la homeostasis emocional. En este sentido, la sefializacion de
los eCBs sirve como amortiguador protector en el hipocampo frente a la actividad prolongada
del cortisol, que tiene efectos nocivos conocidos sobre el funcionamiento cognitivo. En la
amigdala, los eCBs pueden contrarrestar el estrés, el miedo y la ansiedad, en gran medida,
gracias a su capacidad para controlar la excitabilidad neuronal, afectando también a la

formacion de memorias en humanos (252).

No obstante, la exposicion al estrés mantenido se ha asociado con una regulacién a la baja de
la actividad del sistema eCB en distintas areas cerebrales, incluyendo regiones mesolimbicas,
lo que podria mediar la liberacion masiva de hormonas relacionadas con estados ansiogénicos
y depresivdgenos. Por otro lado, el sistema eCB es promotor de la neurogénesis, sobre todo, a
nivel del hipocampo y tiene un papel neuroprotector frente a la inflamacién. En este sentido, la
hipofuncion del sistema eCB afectaria directamente a las vias de modulacion neuroinmunitaria
en el sistema nervioso central, lo que puede conducir a procesos proinflamatorios mediados por

la microglia (253). Tanto el estrés como la inflamacion modulan la neurogénesis, pudiendo
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influir negativamente sobre el bucle de retroalimentacion negativa que regula la respuesta al

estrés y el funcionamiento cognitivo (253).

Asi, la participacion del sistema eCB en multiples procesos fisiol6gicos ha servido de base para
proponer su implicacion en distintas condiciones patolégicas sométicas (obesidad, diabetes,
sindrome metabolico, etc.) y relacionadas con la salud mental. En este contexto, el sistema eCB
se perfila como una atractiva diana terapéutica por explotar (254-258). Este hecho resulta
asimismo relevante de cara a explorar los efectos de sustancias cannabinoides exdgenas que
tienen como diana al sistema eCB (202). Si bien los CBR son las principales dianas de accion
de los eCBs, también lo son del A>-THC (143), que se ha asociado con efectos psicoactivos y
la vulnerabilidad hacia el desarrollo de patologia mental (259). En la misma linea, se ha descrito
que el cannabidiol, un componente no psicoactivo de la planta del cannabis, también interactia
con el sistema eCB y otros sistemas de sefializacion (143). Si bien se desconoce su diana
enddgena especifica, se ha apuntado a que su accion sobre el CB1R y el CB2R, asi como sobre
los receptores GPR55 o serotoninérgicos, podria mediar diversas propiedades: ansioliticas,

antiepilépticas, antibacterianas, antiinflamatorias, anticancerigenas y antidiabéticas, etc. (260).
1.4.1.2. Sistema grelinérgico y adipocitoquinas

Las hormonas gastricas y las adipocitoquinas constituyen vias endocrinas de sefializacion
periférica reconocidas por su papel sobre la regulacion de la homeostasis energética a corto y
largo plazo (261,262).

Componentes

La grelina es una hormona de naturaleza peptidica que tiene su principal origen a nivel gastrico,
aunque esta ampliamente distribuida a nivel periférico en el intestino, el pancreas, el higado, el
corazbn o los pulmones, ademéas de existir una pequefia produccion cerebral a nivel
hipotalamico e hipofisario (263). A corto plazo, la grelina plasmatica se correlaciona
negativamente con el estado de saciedad y a largo plazo con el indice de masa corporal (IMC).
La sintesis de la grelina es actividad-dependiente y partiendo de una prohormona, se han
identificado dos formas circulantes de grelina madura: la forma acilada (10% de la grelina
circulante), que se reconoce propiamente como “grelina” por considerarse la forma activa, y la
forma desacilada, que inicialmente se identifico6 como una forma inactiva, aunque no lo es

(264). La enzima grelin-O-aciltransferasa es otro componente del sistema grelinérgico que
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media la conversion de la forma desacilada a la acilada, mientras que las proteasas estan
encargadas de su degradacion. Las acciones de grelina estan vehiculizadas por su union con el
receptor secretagogo de la hormona del crecimiento (GHSR), un receptor acoplado a proteina
G y que puede formar heterodimeros con otros receptores (dopaminérgicos,
serotoninérgicos...). La afinidad de la forma desacilada por este receptor es dudosa (264). En
los ultimo afios, se ha identificado otro componente del sistema grelinérgico, el péptido
antimicrobiano expresado en el higado-2 (LEAP-2), producido en el higado y en el tracto

gastrointestinal, que actia como un agonista inverso natural del receptor GHSR (265,266).

Por otra parte, las adipocitoquinas son hormonas de naturaleza lipidica secretadas
principalmente por el tejido adiposo blanco a la circulacion (263). Dentro de esta familia, la
secrecion de la leptina es proporcional a la masa grasa corporal (261) y es producida también a
nivel gastrico, muscular y miocéardico, entre otros, y a nivel cerebral en la hipofisis (267). El
receptor de citoquinas transmembrana de leptina (LepR) se encuentra ampliamente distribuido
a nivel cerebral y en tejidos periféricos, existiendo una regulacion de su expresion en funcion
de las concentraciones de leptina. En contraposicién a la leptina, la secrecion de la adiponectina
se produce de forma independiente a las sefiales de hambre y saciedad, estando sus niveles
circulantes correlacionados negativamente con el IMC (263,268). Considerada la
adipocitoquina circulante méas abundante (269), actla a través de los receptores de adiponectina
tipo 1y 2y T Cadherina. Su produccion también se ha observado en los 6rganos gonadales, los

miocitos, las glandulas suprarrenales, el higado y a nivel cerebral en la hipd&fisis (270).

Funciones

La grelina es reconocida por ser la Unica sefial periférica orexigénica promotora de la ingesta
alimentaria a nivel central. Este “iniciador de la ingesta” es integrante del eje gastro-vago-
cerebral y transmite informaciéon del sistema gastrointestinal al sistema nervioso central (263),
pudiendo acceder al cerebro a través de la sefializacion vagal aferente o a través de un
transportador transmembrana en la barrera hematoencefalica. EI impacto de su sefializacion
sobre los circuitos cerebrales que regulan el hambre y la saciedad es antagénico al de hormonas
con accion tipicamente anorexigénica como la leptina, que accede al cerebro a través de un
transportador transmembrana (271). A nivel hipotalamico, contrariamente a la grelina, la
leptina inhibe las neuronas orexigénicas NPY/AgRP vy estimula las neuronas anorexigénicas
POMC/CART en el circuito homeostatico (263,272,273). En el circuito hedonico, estas
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hormonas modulan las respuestas psicobioldgicas de wanting y liking a través de su accion
sobre la sefializacion dopaminérgica, que es regulada por la leptina a nivel de la VTA (274). La
accién de la grelina y la leptina en estos circuitos esta sujeta al inputs de otros sistemas
neuroendocrinos como el sistema eCB, las orexinas, el NPY, el sistema opioide, la serotonina
y la dopamina (275,276).

Ademas de la regulacién de la ingesta, estas hormonas ejercen otros efectos en neuronas y
células gliales que guardan relacién con el mantenimiento de la homeostasis energética (277).
Especificamente, la sefializacion grelinérgica inhibe la termogénesis para atenuar el gasto
energético, mientras que leptina la estimula, provocando el efecto contrario. Ademas, la grelina
estimula la secrecion de sustratos neuroendocrinos como la hormona del crecimiento, la
prolactina, la oxitocina y la vasopresina. Sin embargo, inhibe el eje gonadal y tiroideo, que son
estimulados por la leptina (273,278). Algunas de estas acciones estan implicadas en la
regulacion del metabolismo de la glucosa, pero también de procesos como el crecimiento, la
reproduccion y la respuesta al estrés (273,279). A nivel periférico, la grelina ejerce una funcion
anabdlica (estimulando la lipogénesis y la adipogénesis, entre otros procesos), habiéndose
descrito a la grelina como una hormona con un papel evolutivo muy asociado a la supervivencia
(280). Por su parte, la leptina favorece el gasto de las reservas energéticas a través de la

activacion del sistema nervioso autdbnomo simpatico que inerva el tejido adiposo.

Ademas de la ingesta, la grelina regula otros biorritmos como el suefio, favoreciendo un patrén
mas efectivo y una mayor calidad del suefio. A nivel cerebral, tiene un efecto inductor de la
neurogénesis y regula la plasticidad cerebral en areas como el hipotalamo, la hipofisis, la VTA,
la amigdala y el hipocampo, pudiendo estar implicada en la regulacion de la respuesta al estrés
y en la consolidacion de la memoria (264,281,282). En esta linea, se ha descrito que la grelina
podria desempefiar un papel ansiolitico asociado al estrés agudo, pero ansiogénico ante una
situacion no estresante o ante la exposicion a un estrés cronico. Esta funcidon estaria asociada a
una potenciacion de la memoria aversiva, nuevamente ligada a un mecanismo de supervivencia
(159) y podria reforzar su rol en el refuerzo de recompensa mediado por estrés (283). En esta
linea, se ha hipotetizado un vinculo entre el sistema nervioso autbnomo (principalmente, el
simpético), la liberacion de catecolaminas como noradrenalina y serotonina, el eje HPA y la
secrecion de grelina a la hora de coordinar la respuesta conductual frente al estrés. Por su parte,
la leptina también interviene en la regulacion del eje HPA, habiéndosele atribuido propiedades

antidepresivas y ansioliticas de forma similar a la grelina (284). También se ha evidenciado que
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estas hormonas podrian modular la respuesta fisica al estrés en humanos a través de su accion

sobre el sistema nervioso simpatico (279,285).

Desde el punto de vista funcional, el LEAP-2 se define como un antagonista enddgeno de la
grelina en funciones relacionadas con la secrecion de la GH, la regulacion del metabolismo de
la glucosa y la ingesta de alimentos, atribuyéndosele un potencial rol anorexigénico
(265,266,275,286). Estudios en modelos animales y a nivel clinico han descrito una modulacion
de las concentraciones circulantes de LEAP-2 en funcion del estado nutricional y ponderal,
reportando concentraciones elevadas en situacion de restriccion aguda y mantenida, asi como
en la obesidad (287). Por su parte, se ha sugerido que la adiponectina podria regular el
comportamiento alimentario, pero de forma dependiente de la glucosa, teniendo una funcion
sensibilizadora hacia la insulina (261). La adiponectina actila como promotora del almacén de
lipidos en el tejido adiposo e inhibe la gluconeogénesis hepética. En el tejido muscular, estimula
la entrada de glucosa y el aumento de masa muscular (269). También se le han atribuido
propiedades antioxidantes, antiaterogénicas y anticancerosas (269,270). A nivel central, la
amplia distribucién de sus receptores en areas como el hipotalamo, la hipdéfisis y el hipocampo
apuntan una posible participacién en procesos como la regulacion del estrés y el afecto. En esta
linea, estudios preclinicos han descrito un efecto antidepresivogeno asociado a la adiponectina
(288,289).

2. TRASTORNO DE JUEGO

El juego de apuesta es considerado un pasatiempo comun a lo largo de la historia de la
humanidad, que se ha extendido en diferentes contextos socioculturales con una funcion ludica,
al procurar entretenimiento, y de socializacion, contribuyendo a fomentar la integracion social
(290).

El grado de implicacion conductual de cada individuo en dicha actividad y la repercusion
funcional asociada permiten estadificar la conducta de juego en diferentes niveles de gravedad
a lo largo de un continuum (ver Figura 2). En uno de sus extremos se sitla la ausencia de
actividad de juego, que corresponde a la no realizacion de ningun tipo de juego de apuesta. El
juego sin riesgo o juego social conlleva una conducta de juego esporadica, por placer y dentro
del marco social, sin que ello implique un impacto negativo en la funcionalidad del individuo.

Si bien la mayoria de la poblacion que practica el juego de apuesta se mueve en este escenario,
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el juego social no esté exento de riesgo, pudiendo evolucionar hacia una conducta adictiva en
algunas personas y llegar a adquirir una magnitud patoldgica con importantes consecuencias
adversas para la salud mental y fisica. Un nuevo salto en este continuum esta representado por
el juego problematico, un estadio preclinico caracterizado por el aumento en la frecuencia de
la conducta de juego, que ademéas comporta algun tipo de perjuicio para el individuo. En el otro
extremo del continuum se situa el trastorno de juego (TJ) como condicion clinica, definido por
una conducta de juego problematica, persistente y recurrente sobre la que se ha perdido el
control, que ademas asocia un intenso malestar emocional y supone un impacto deletéreo
significativo en todas las areas vitales del individuo (personal, familiar, académico-profesional,

salud, social y ladica) (291).

-

ad
aved®

Juego de riesgo

Juego social Juego problematico

Continuum de la conducta de juego

Figura 2. La conducta de juego de apuesta desde un enfoque dimensional. Adaptado de
Jiménez-Murcia y Aymami (292).

Nota. TJ, trastorno de juego.

La tercera edicion del Manual Diagndstico y Estadistico de los Trastornos Mentales de la
Asociacion Americana de Psiquiatria (APA) (DSM-II1) (293) reconoce por primera vez el TJ
como una entidad nosoldgica, inicialmente denominada juego patoldgico, y clasificada como
un trastorno del control de los impulsos. En la quinta edicion (DSM-5), el juego patoldgico no
solo pasa a conocerse como TJ, sino que se clasifica como parte de los “Trastornos adictivos

no relacionados con sustancias”, dentro de la seccidn “Trastornos relacionados con sustancias
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y Trastornos adictivos” (291). Esta edicion incorpora la identificacion del TJ como una
adiccion comportamental. Tanto la reciente actualizacion del manual DSM (DSM-5-TR) (294)
como la ultima edicién de la Clasificacién Internacional de las Enfermedades (CIE-11) de la
Organizacién Mundial de la Salud (OMS) (295) se encuentran alineadas en relacion con esta

definicion.

El diagndstico del TJ es ineludiblemente clinico, de acuerdo con los criterios reflejados en los
principales manuales de diagndstico de los trastornos mentales. Siguiendo el DSM-5, el
diagndstico de TJ implica el cumplimiento de cuatro 0 més de los nueve criterios descritos, en
un periodo temporal acotado a los ultimos 12 meses, y habiendo descartado cualquier otra causa
que explique mejor la conducta de juego (291). El diagnostico del juego problematico queda
reservado al cumplimiento de entre 1y 3 de los criterios diagnosticos definidos para el TJ (291),

siendo considerado como una entidad subclinica (296).

El pensamiento recurrente que gira en torno al juego, convirtiéndose en la principal fuente de
atencion para el individuo (saliencia); una necesidad progresiva de invertir mayores cantidades
de dinero para obtener el mismo grado de excitacion inicial asociado a la conducta de juego
(tolerancia); el malestar que genera la discontinuacion de la conducta de juego, con frecuente
presencia de ansiedad e irritabilidad (equivalente a la abstinencia); asi como el intento
infructuoso de ejercer algln tipo de control sobre la conducta representan algunas de las
caracteristicas clinicas tipicamente asociadas al TJ (291). Asimismo, la implicacion del entorno
del individuo también se tiene en cuenta a la hora de definir los criterios diagndstico de este
trastorno en aspectos como la presencia de mentiras encaminadas a encubrir la conducta del
juego o la confianza que tiene el individuo en que terceras personas podran llegar a hacerse
cargo de los problemas derivados de dicha conducta (291). Actualmente, la comisién de actos
ilegales ha quedado descatalogada como criterio diagndstico dada su reducida especificidad
diagnostica (291,297). No obstante, su presencia asociada al TJ no es desdefiable, sobre todo,
en los individuos més jovenes y varones (298,299), y se ha relacionado con una mayor gravedad
del trastorno (298,300-302).

2.1. Tipologias de juego

Dentro de un marco clinico-tedrico, se han descrito distintas tipologias de juego, cuya

combinacidn contribuye a caracterizar el patron de juego del individuo.
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Asi, en base al papel que desempefia el azar sobre el resultado de la apuesta, se distingue el
juego estratégico, en el que los conocimientos y habilidades de la persona pueden influir en el
resultado de la apuesta mas alla de la implicacién del azar. Es el caso de las apuestas deportivas,
la inversion en bolsa, las carreras de animales, los juegos de cartas y dados, entre otros. Por otro
lado, se define el juego no estratégico como aquel en el que el resultado depende
exclusivamente del azar como seria, por ejemplo, la loteria, el bingo y las maquinas recreativas

con premio (303).

En funcion de la inmediatez con la que se obtiene la recompensa, una segunda clasificacion
define el juego como activo, si larecompensa de la conducta de juego es inmediata, por ejemplo,
las maquinas recreativas con premio; o pasivo, cuando es en diferido, como puede ser el caso

de algunos tipos de loteria y apuestas deportivas.

Una tercera tipologia de juego diferencia el canal utilizado para dicha actividad, ya sea
presencial (offline) o en linea (online). El juego mixto hace referencia al uso de ambos canales
(offline y online), aunque también puede describir el uso tanto de juego estratégico y no
estratégico (304).

2.2. Epidemiologia y curso

Aun cuando la mayoria de la poblacién mundial ha practicado o practica el juego de apuesta
como actividad ludica, solo una minoria llega a desarrollar un TJ (305), siendo ademas el juego
problematico mas prevalente que el TJ, independientemente del colectivo de edad (292). La
prevalencia del TJ a lo largo de la vida oscila entre el 0.2 y el 10.6% (306), mientras que los
estudios relativos a la incidencia de TJ muestran resultados mixtos y menos concluyentes (305).
A nivel mundial, se describen similitudes entre los diferentes paises en las tasas de prevalencia
de TJ en la poblacion general. Concretamente, en el continente europeo se ha reportado una
prevalencia variable del 0.1 al 6%, siendo en Espafia de en torno al 0.5-2% (306,307). Frente a
la poblacion general, la prevalencia del TJ aumenta en poblacion clinica, como individuos con
antecedentes de patologia psiquiatrica o enfermedades neuropsiquiatricas entre las que destaca
la enfermedad de Parkinson (7-14%) (305).

El TJ es una condicién clinica que predomina en varones (308,309) y suele tener un inicio en
etapas vitales tempranas, como la adolescencia y la juventud (305). En comparacion con los

hombres, aproximadamente un 10-12% de individuos con TJ son mujeres. En relacion con la
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edad, existe una mayor la prevalencia de TJ en adolescentes y adultos jovenes que en adultos
de mediana edad y adultos mayores (310,311). En el continente europeo se ha reportado que
entre el 0.2-12.3% de jovenes cumplen criterios de TJ, siendo Espafia uno de los paises con
mayores tasas de prevalencia en este colectivo (312,313). En nuestro pais, el juego de apuesta
esta legalizado a partir de los 18 afos, tratando las restricciones legales impulsadas a nivel
estatal de limitar el acceso al juego de apuesta (offline y online), asi como de regularizar la
exposicion a la publicidad relacionada en los menores de edad (314,315). En esta linea, la
difusion del juego de apuesta a través de la publicidad ha sido reconocida como un factor que
podria contribuir a una mayor vulnerabilidad de exposicion y de desarrollo de una conducta de

juego problematica y/o patoldgica (316-318).

La prevalencia actual del juego en canal offline sigue siendo superior al online y, en muchas
ocasiones, se considera el canal por excelencia a traves del cual se produce el primer contacto
con el juego de apuesta (307). Generalmente, en estos casos, el uso de maquinas recreativas con
premio y la loteria (activa y pasiva) suelen ser algunos de los tipos de juego de iniciacion mas
frecuentes (307). No obstante, en la Gltima década, numerosas investigaciones apuntan hacia
un cambio en el perfil clasico de juego. En esta linea, el aumento del juego en canal online es
indiscutible en la poblacion general, sobre todo, entre los individuos mas jovenes vy,
especialmente, en aquellas personas que desarrollan un juego problematico y/o un TJ (319).
Entre otros factores, este fenémeno se contextualiza en la amplia difusion del uso de Internet y
de dispositivos tecnolégicos que, sin duda, influye en aspectos socioculturales, ecolégicos y
estructurales relacionados con el juego (319), como la aceptabilidad social, la accesibilidad al
juego, la disponibilidad (24/7) y la amplia oferta de juego. Todo ello salvaguardando la
privacidad y el anonimato del individuo que apuesta (315,320). Precisamente, un mayor grado
de accesibilidad, disponibilidad y aceptabilidad social del juego se han apuntado como

potenciales factores implicados en la predisposicion a desarrollar un TJ (321).

Estos hechos han dirigido el foco de atencion sobre determinados colectivos poblacionales que
se consideran especialmente vulnerables (322), como son los adolescentes y adultos jovenes,
dos generaciones ampliamente familiarizadas con los medios digitales y reconocidos por la
sociedad actual como verdaderos nativos digitales (323). Precisamente, entre los jovenes con
TJ se ha descrito una mayor frecuencia de juego en modalidad mixta (offline y online), el uso
de multiples juegos (poli-juego) y el antecedente de uso de videojuegos (307). Ciertamente, se

ha sugerido que el uso de videojuegos, mas extendido y normalizado en este colectivo de edad,
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podria representar una potencial via facilitadora para el juego de apuesta a través de la
incorporacion de elementos como las cajas de recompensa (del término original en inglés, loot
boxes) (324).

Las modificaciones en los patrones de juego también estan teniendo un impacto notable en otros
colectivos como mujeres y adultos mayores, en los que ya se evidencia un incremento del juego
de apuesta, asi como una tendencia creciente a corto y medio plazo de aparicion de problemas
derivados de la conducta de juego (325,326). Desde una perspectiva de género, factores
socioculturales como la estigmatizacion asociada a la conducta de juego, mas anclada
popularmente en el rol femenino, han podido influir en la brecha de prevalencia
tradicionalmente descrita entre hombres y mujeres (72,327,328). Sin embargo, la
popularizacién del juego online que favorece la conducta de juego en solitario y en el ambito
de lo privado, sin ningun tipo de control social, puede contribuir a minimizar esta diferencia
(329).

Al igual que en otras enfermedades mentales, el TJ presentaria un curso progresivo y tendente
a la cronicidad, en el que se contempla la recaida como aspecto comun a otros trastornos
relacionados con la adiccion (330). No obstante, la evolucién no es homogénea en todos los
individuos que lo padecen. EI DSM-5 ya se hace eco de este hecho e incorpora un especificador
que distingue un curso persistente, caracterizado por la presencia de sintomas continuos durante
afios, y un curso episddico y recurrente, en el que se describe una remision sintomatica durante

varios meses entre los episodios de conducta de juego activa (291).

Globalmente, van a ser multiples los factores vinculados tanto a la vulnerabilidad de desarrollar
un estadio clinicamente significativo, como al curso del propio trastorno, algunos de los cuales
ya se han ido mencionando. La confluencia de estos elementos también podria conferir cierta
singularidad interindividual en aspectos que definen el curso evolutivo, desde su aparicién hasta
la gravedad del trastorno (305,331-333).

2.3. Etiopatogenia y perfiles clinicos

El TJ se caracteriza por ser un trastorno complejo, con una etiologia multifactorial que sigue un
modelo de vulnerabilidad-estrés (321,322,334), en la que confluyen e interaccionan factores
bioldgicos y ambientales (comunes e individuales) (300,305,321,335). A nivel etiopatogénico,

se han propuesto multiples modelos explicativos del TJ (336-338), existiendo un cambio de
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paradigma desde el marco puramente cognitivo-conductual (338) a formulaciones
biopsicosociales (331,339,340). Asimismo, desde esta perspectiva, varios autores han
defendido la idea de concebir al TJ como una entidad heterogénea, proponiendo la existencia
de trayectorias y subtipos con implicaciones etiopatogénicas, clinicas, prondsticas y
terapéuticas diferenciales (339-346).

Sin duda, el Pathways Model de Blaszczynski & Nower (340) representa un modelo tedrico
ampliamente difundido y aceptado por la comunidad cientifica. Recientemente revisado (331),
este modelo postula la existencia de tres trayectorias independientes de desarrollo de juego
problematico y TJ en las que se integran diversas variables ecoldgicas, psicosociales, relativas
al desarrollo, al aprendizaje y otros procesos cognitivos, ademas de la intervencion de factores
bioldgicos como sustratos neuroendocrinos: Pathway 1- “conductualmente condicionado" (de
su traduccion original en inglés “behaviourally conditioned problem gamblers”), Pathway 2-
“emocionalmente vulnerable” (de su traduccion original en inglés “emotionally vulnerable
problem gamblers”) y Pathway 3- “impulsivo antisocial" (de su traduccion original en inglés
“antisocial, impulsivist problem gamblers”) (ver Figura 3). Mas alla de mostrar algunos
aspectos fenomenoldgicos similares (condicionamiento clésico y operante, distorsiones
cognitivas, factores ecologicos), este modelo identifica factores de vulnerabilidad diferenciales
en los tres grupos que, ademas, tienen distintas implicaciones prondésticas y de manejo clinico
(340).
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NO PSICOPATOLOGIA

PATHWAY 1 .
ST FACTORES ECOLOGICOS

CONDICIONAMIENTO
CLASICO Y OPERANTE

R HABITUACION
DISTORSIONES Habito de juego establecido
COGNITIVAS
PATHWAY 2
REVISION DE GANACIAS
VULNERABILIDAD A Pérdidas
BIOLOGICA
SNC
Neuroquimica
Estructura-Funcion
PATHWAY 3 JUEGO PROBLEMATICO

Y TRASTORNO DE JUEGO

Figura 3. Pathways Model revisado. Adaptado de Nower et al. (331).
Nota. SNC, sistema nervioso central; A, mayor.

Esta conceptualizacion biopsicosocial integradora ha servido como marco de referencia a
estudios posteriores que han puesto su foco en la subtipificacién del TJ. Hasta el momento, la
mayoria se han centrado en las caracteristicas fenotipicas del trastorno como variables
sociodemogréficas, clinicas y psicosociales (malestar emocional, rasgos de personalidad,
impulsividad, etc.) (344,347-355), la tipologia de juego (303,353,356,357) e incluso, la
comision de actos ilegales (358). En estos estudios, factores como el sexo y la edad han sido
particularmente considerados, por su influencia sobre otras variables y aspectos relacionados
con el curso del trastorno (344,359-366). Sin embargo, la heterogeneidad del trastorno se ha

explorado de una forma mas discreta en cuanto a aspectos neurobiolégicos (367).

2.4. Factores psicosociales implicados en etiopatogenia, fenomenologia clinica y

Curso
2.4.1. Factores socioambientales

El sexo masculino, un bajo nivel socioeconémico y educativo, asi como una menor edad
cronoldgica se han identificado como factores de riesgo para el desarrollo del TJ (368-370),
estando la dltima asociada a una edad méas temprana de inicio del trastorno (371). Precisamente,

una menor edad y un inicio mas temprano del TJ también se han identificado como predictores
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de gravedad de la conducta de juego (307,357,363,371,372), sobre todo en el colectivo
masculino (357,359). Estas caracteristicas sociodemograficas han definido el perfil clinico
prototipico de una persona con TJ (303,307,323,340,357,362,373-375). Sin embargo, se ha
observado que el inicio de la conducta de juego en las mujeres suele ocurrir en etapas vitales
mas avanzadas (361,373), si bien tienden a experimentar un menor tiempo de evolucion hasta
el desarrollo del trastorno (efecto telescoping) (376,377). En ellas, ademas, una mayor edad se

ha asociado a un subtipo clinico de mayor gravedad (355,361,378).

De forma similar a los adultos mayores, las mujeres muestran preferencias por el juego no
estratégico como loteria y bingo (329,352,357,361), asi como una menor inversion econémica
en las apuestas y una menor contraccion de deudas que sus homonimos masculinos. Frente a
ellas, éstos tienden a reportar mayores conflictos con el entorno sociofamiliar, la implicacion
en un mayor nimero de juegos y una predileccidn por juegos estratégicos orientados a la accion,
al igual que los individuos mas jovenes (303,361,362,379). Ya se ha apuntado con anterioridad
que la tipologia de juego podria ser también un factor de vulnerabilidad (357,380), habiéndose
asociado el juego estratégico con un menor tiempo de transicién desde una conducta de juego
problematica hasta el TJ (381). Curiosamente, este tipo de juego se ha ligado a aspectos clinicos
como mayores cantidades de dinero apostado y contraccion de deudas (303), la presencia de
alexitimia (382) y ciertas distorsiones cognitivas (ilusion de control) (353,383-386), que

también van a modular la gravedad de la conducta de juego (357).

Ciertamente, el estudio metanalitico de Allami et al. (387) describié un pequefio tamafio de
efecto asociado a los diferentes factores de riesgo en el TJ, independientemente de la frecuencia
de su asociacion con el trastorno. Sin embargo, el factor con un mayor tamario de efecto resulto
ser el tipo de juego y, concretamente, el juego continuo. Caracterizado por una alta tasa de
actividad y un tiempo muy acotado entre la apuesta y el resultado de ésta, su maximo exponente
estaria representado por el juego en modalidad online, y tiene un elevado potencial adictivo
(388-390). En la ultima década, se ha identificado un perfil clinico de individuos con TJ online
caracterizado por un predominio de varones jovenes, con estudios superiores y estabilidad
econémica y laboral, que muestran preferencia por el juego estratégico como las apuestas
deportivas. Suelen mostrar una estructura de personalidad globalmente funcional y un
rendimiento cognitivo conservado, bajos niveles de distrés psicoldgico y de comorbilidad, al
margen de problemas relacionados con el uso de las tecnologias. Si bien se suelen conducir

conductualmente de una forma normativa, la contraccion de deudas cuantiosas suele ser la que,
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en muchas ocasiones, detona que el entorno sea consciente del problema con el juego. Este
perfil de individuos se ha asociado con bajas tasas de busqueda de tratamiento, asi como con

un mayor riesgo de abandono y recaida (379,388).

Adicionalmente, otros factores socioambientales que se han descrito como de riesgo para el
desarrollo de una conducta de juego problematica/clinica son la pertenencia a minorias étnicas
o sociales (391); los estados migratorios; el sistema de valores y creencias de la sociedad y del
individuo (299); la conducta de juego en el entorno sociofamiliar (392), en cuyo contexto suelen
ocurrir las primeras exposiciones al juego; asi como una exposicion temprana a dicha actividad
(292,392).

2.4.2. Factores psicoldgicos
Personalidad

En comparacion con la poblacion general, en los individuos con TJ se ha descrito una estructura
de personalidad mas disfuncional (393,394). Una menor edad, el inicio temprano del trastorno,
el sexo masculino y la preferencia por el juego estratégico se han asociado con una mayor
impulsividad de rasgo, caracterizada por una mayor busqueda de sensaciones y asuncion de
riesgos (357,372,395). La busqueda del refuerzo positivo como principal motivacion ligada al
juego se ha visto predominantemente asociada a este perfil (396,397). En contraposicion, los
individuos que inician la conducta de juego a edades mas tardias, el sexo femenino y el tipo de
juego no estratégico han sido variables asociadas tipicamente con una mayor evitacién al dafio
(372,373). Frente a la poblacion general, otros rasgos disfuncionales que se han reportado
comunmente en individuos con TJ son una baja autodireccion y cooperatividad, asi como altos
niveles de neuroticismo (359). Factores como una elevada impulsividad de rasgo y evitacion al

dafo, pero una baja autodireccién, se han asociado con la gravedad del trastorno (357).

Requlacién emocional

La regulacién emocional es uno de los procesos centrales implicados en la patoplastia de la
adiccion y en la etiopatogenia del TJ (398-403). Asi, la desregulacion emocional se ha descrito
no s6lo como un factor de riesgo, sino también de mantenimiento del trastorno (404—407). En
los individuos con un TJ se ha reportado una mayor alexitimia y dificultad en la aceptacién de

emociones, sobre todo, en varones (382,408). Asimismo, se han encontrado dificultades en la
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consecucion de objetivos al experimentar emociones desagradables (399), viéndose interferida
la eleccion de estrategias adaptativas de regulacion emocional a largo plazo (408). Asi, el juego
de apuesta podria representar un mecanismo desadaptativo de gestiébn emocional (331),
habiéndose identificado determinados factores como el sexo femenino y una mayor edad, o
rasgos de la personalidad como la evitacion al dafio con una mayor vulnerabilidad emocional
en el TJ (409). Precisamente, en las mujeres y adultos mayores, se ha visto que la conducta de
juego suele perseguir el alivio y la evasién de estados emocionales desagradables, respondiendo
mas a una motivacion ligada al refuerzo negativo y estando modulada por mayores niveles de

evitacion al dafio y psicopatologia afectiva (373).

Psicopatologia general

Los individuos con TJ se caracterizan por presentar mayores niveles de malestar psicologico
que la poblacién general (371,378), sobre todo las mujeres y los adultos mayores
(357,378,410,411). Aunque parte de este distrés puede estar asociado a la pérdida del control
sobre la conducta de juego, a las consecuencias negativas derivadas de la misma y/o a estados
abstinenciales, también puede representar un factor desencadenante y mantenedor de la
conducta de juego (412). Diversos factores como la presencia de eventos vitales estresantes, ya
desde etapas infanto-juveniles (como el trauma infantil), pueden contribuir al malestar
psicoldgico de esta poblacion clinica (355,357,413,414). Precisamente, estos eventos han sido
definidos como factores que confieren vulnerabilidad para el desarrollo del TJ, a su vez,

asociados a la gravedad del trastorno (357,413).

En muchos casos, un potencial factor estresor esta representado por la presencia de
comorbilidad fisica y/o psiquiatrica (413,415,416). Ciertamente, el TJ aumenta la
vulnerabilidad del individuo a desarrollar otras condiciones clinicas comorbidas, y a la inversa,
siendo este riesgo proporcional a un peor estado psicopatoldgico y a una mayor gravedad de la
conducta de juego (407,417). En individuos con TJ, la prevalencia de comorbilidad es mayor
que en la poblacion general, estimandose superior al 70% (418,419). Los trastornos mas
prevalentes estan relacionados con el uso de sustancias (40-70% casos), principalmente,
nicotina y alcohol (420-422), siendo predominantes en varones y jovenes. Otros trastornos
altamente comorbidos son los trastornos afectivos y relacionados con la ansiedad,
especialmente en mujeres y adultos mayores (305,415). Asimismo, se ha descrito una mayor

prevalencia de conductas de riesgo autoliticas y suicidio, que constituye la principal causa de

69



INTRODUCCION

mortalidad en esta poblacién clinica (423-426). La comorbilidad con el trastorno por déficit de
atencion con hiperactividad (TDAH), trastornos de la personalidad (mas comunmente del
claster B), los trastornos del control de impulsos y otras adicciones comportamentales también
ha sido reportada (407,418,427-432).

En los ultimos afios, varios estudios han descrito una prevalencia del 8-9% de adiccion a la
comida (del término inglés food addiction, FA) (433). Si bien, hasta la fecha, esta condicion no
constituye una entidad nosoldgica unanimemente reconocida, su presencia se ha reportado mas
frecuentemente en mujeres, asociada a una mayor duracién del trastorno. En hombres, se ha
ligado al uso de sustancias y a una menor edad de inicio del TJ (433). Globalmente, la presencia
de otras conductas adictivas en individuos con TJ se ha asociado con mayor psicopatologia
general y desregulacion emocional, ciertos rasgos de personalidad (como alta bdsqueda de
sensaciones, alta evitacion al dafio y baja autodireccion) y a la gravedad de la conducta de juego
(82,433-435).

2.4.3. Distorsiones cognitivas

En el TJ, se ha descrito la existencia de pensamientos erroneos e irracionales relativos a las
habilidades personales, predictibilidad y control sobre el resultado del juego, como la ilusién
de control, los sesgos probabilisticos y los errores atribucionales, entre otras (436-438). Aunque
existen esquemas cognitivos disfuncionales en individuos con juego social (439), estos se han
propuesto como un elemento contribuyente a la presencia y gravedad del TJ (439-442),
implicados en la etiopatogenia y el mantenimiento de una conducta de juego adictiva (340,440).
Asimismo, guardarian un estrecho vinculo con procesos implicados en la patoplastia del
trastorno, como la desregulacion emocional (400,414) y la impulsividad (443,444) y
constituyen un fenémeno transversal a otros trastornos relacionados con la adiccion, como el
trastorno por uso de sustancias (TUS) (436,445-447).

2.4.4. Impulsividad y compulsividad

La impulsividad representa un elemento nuclear en la etiopatogenia del TJ (448-451), habiendo
sido definida como un potencial factor de vulnerabilidad del trastorno (452) que, ademas, esta
asociada a su gravedad y a la respuesta al tratamiento (453,454). La tendencia impulsiva en los
individuos con TJ es mayor que en la poblacion general y, desde una perspectiva dimensional,

se puede reflejar a varios niveles (448). Previamente, se ha mencionado la estructura de
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personalidad, pudiendo los individuos con TJ manifestar una mayor impulsividad en rasgos
como una elevada busqueda de novedad frente a una baja persistencia (390,455). Asimismo, la
impulsividad rasgo también puede verse reflejada en altos niveles de urgencia positiva y
negativa, asi como en la falta de perseverancia (456-458). Precisamente, el impulso por jugar
asociado tanto a estados emocionales placenteros (urgencia positiva) como indeseables
(urgencia negativa) se ha relacionado particularmente con la gravedad del trastorno (459). En
esta linea, se ha propuesto una potencial relacion entre desregulacion emocional e impulsividad
(impulsividad emocional) en la patogenia del TJ (460), pudiendo mediar los déficits en la
regulacion emocional fallos en la autorregulacion y el control de los impulsos asociados a la
conducta de juego (399). Un estudio reciente identifico un perfil clinico de TJ caracterizado por
una mayor dificultad en la regulacion emocional junto a mayores tendencias impulsivas,
estando representado fundamentalmente por mujeres con una preferencia por el juego no
estratégico (460).

A nivel neurocognitivo, la impulsividad podria representar una forma de expresion de un
control cognitivo disfuncional en el TJ (461). En esta linea, se ha reportado una mayor
impulsividad de eleccion (453,462-464), evidencidndose en la preferencia por recompensas
inmediatas frente a diferidas, aunque resulten menos ventajosas Yy, a la larga, acrecienten las
pérdidas (464-466). La impulsividad de eleccion también puede verse reflejada en déficits de
planificacion ligados a una falta de premeditacion (457,466,467) y en dificultades en la toma
de decisiones (439,444,466,468). Asimismo, la dificultad en el control inhibitorio podria
traducir una mayor impulsividad motora (449).

La compulsividad también se ha definido como un constructo implicado en el desarrollo del TJ
(469-471). Asi, se han descrito mayores niveles de compulsividad en los individuos con TJ que
en la poblacién general y, sobre todo, en mujeres (472). Ciertamente, hay un menor nimero de
estudios que exploran la compulsividad en el TJ, contando con instrumentos méas limitados de
medida (469,473,474). Una elevada evitacion al dafio y persistencia se han identificado como
rasgos obsesivo-compulsivos en la estructura de personalidad de estos individuos (475,476).
Asimismo, esta tendencia se podria ver reflejada en la presencia de psicopatologia obsesivo-
compulsiva relacionada, por ejemplo, con pensamientos persistentes y repetitivos entorno al
juego, que resultan egodistonicos. También en ciertas distorsiones cognitivas asociadas a la
supersticion y al pensamiento magico, que conllevan la realizacion de comportamientos

ritualisticos relativos a la conducta de juego (335,450,477). Algunas alteraciones
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neuropsicolégicas como los sesgos atencionales y la inflexibilidad cognitiva se han asociado
con un patron conductual méas obsesivo-compulsivo en los individuos con TJ (469,478-480),
lo que implica mayores dificultades para el aprendizaje por contingencia, perseverando en la

conducta de juego para recuperar las pérdidas y a pesar de ellas (152,481,482).

La compulsividad se ha definido como un factor contribuyente al mantenimiento del trastorno
y algunos estudios han descrito una transicion de tendencias mas impulsivas (conducta de
busqueda de sensaciones asociada al refuerzo positivo) a compulsivas (conducta evitativa
asociada al refuerzo negativo o habito) a medida que el curso del trastorno avanza y se
cristalizan las pérdidas del hedonismo y del control sobre la conducta de juego (335,469). Al
igual que ocurre con la impulsividad, se ha reportado una asociacion entre compulsividad,

gravedad y peor respuesta al tratamiento en el TJ (483).

2.5. Neurobiologia del trastorno de juego

Distintas areas y circuitos cerebrales anatomico-funcionales y neuroquimicos intervienen en la
patoplastia de la adiccion, jugando un papel neurobiologico destacado las regiones
mesocorticolimbicas que participan en el circuito dopaminérgico de la recompensa, cuyas
alteraciones podrian subyacer a los fenotipos intermedios y a las manifestaciones clinicas del
TJ (154,439).

La mayoria de los hallazgos de neuroimagen en el TJ provienen de estudios funcionales, a través
de resonancia magnética nuclear (RMN) y en menor medida de PET, que permite ademas
explorar el estado de los sistemas neuroquimicos cerebrales en estos individuos, tanto en estado
de reposo como en respuesta a un estimulo o reto cognitivo/farmacologico. De forma
predominante, estos estudios han reportado una disfuncion en areas frontales y estriatales en el
TJ, que se ha asociado con el craving de juego, la impulsividad de eleccion, la toma de
decisiones relacionada con el cese de la conducta de juego persistente para recuperar pérdidas
y los intentos fallidos de modificar patrones de accidn perseverativa (cese de la conducta de
juego cuando las pérdidas son elevadas) (152,305,484). A pesar de que la hipoactividad en estas
regiones y la hipoconectividad frontoestriatal han sido mas consistentemente descritas en la
literatura, también existen hallazgos que revelan un estado de hiperactividad, pudiendo coexistir
ambas condiciones en el TJ, asi como explicar distintas fases de la adiccién (485-489). En esta
linea, han surgido distintos modelos tedricos de las adicciones que asocian la motivacion vy el

funcionamiento de este circuito con el desarrollo y el mantenimiento de la adiccion (490-493).
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Habiéndose sugerido que la adiccion con y sin sustancia comparten muchos de los procesos
neurobioldgicos que median la conducta adictiva (494), la aplicabilidad de los distintos

teoremas al TJ suele partir de los paradigmas descritos en la adiccién a sustancias (240).

Precisamente, el modelo tedrico alostasico postula que el aumento del craving y la tolerancia a
los efectos heddnicos de la recompensa son el resultado de una alteracion cronica en la
regulacién de la funcion de la recompensa cerebral, existiendo una hipoactivacion del circuito
junto con una menor experiencia placentera. Segun esta teoria, la conducta adictiva se
mantendria con el fin de alcanzar el nuevo umbral hedonico y combatir la anhedonia resultante
de la discontinuacioén del “consumo”. Si bien la reduccion de la actividad de las neuronas
dopaminérgicas impulsa este “consumo”, se¢ afectarian otros circuitos y sistemas
neurotransmisores como el opioide y el GABAérgico y el eje HPA. Globalmente, el
mantenimiento del “consumo” de la recompensa estaria motivado por las deficiencias del
circuito y tendria como finalidad el devolver la situacion de homeostasis (491,492). Asi, por
ejemplo, resultados preliminares sugieren una actividad basal reducida de la insula que, sin
embargo, se hiperactiva ante la exposicién al estimulo de juego, estando asociada también con
el craving y la formacion de distorsiones cognitivas (495). Asimismo, se ha identificado una
hiperconectividad de la insula con otras &reas relacionadas con la valoracion de la
recompensa/castigo, como la amigdala, que podria mediar la emisién de sefiales fisioldgicas

durante la conducta de juego (152).

Sin resultar excluyente, la teoria de la saliencia del incentivo parte de la base de que ciertos
elementos (p.e., drogas de abuso y el juego) podrian tener una mayor capacidad para atraer la
atencion y motivar la conducta de busqueda en algunos individuos, no teniendo todos los
elementos la misma sensibilidad para elicitar un incremento de la respuesta del circuito de la
recompensa (490). En este sentido, areas como la corteza orbitofrontal juegan un papel
relevante en la atribucion de la valencia motivacional (496). Este valor gratificante adquirido
puede ser transferido a estimulos relacionados (p.e., publicidad, sonidos, la incertidumbre
asociada a la recompensa monetaria, fenomeno de “near miss”, etc.) o incluso, a su deprivacion
(condicionamiento). Asi, estos estimulos se convierten en incentivos también “deseados” que
pueden activar el circuito de la recompensa, adquirir un caracter reforzador, despertar la
urgencia por el consumo de la recompensa (craving) y promover una cascada conductual que

facilite el estar en contacto con estos estimulos. En esta linea, los cambios neuroadaptativos
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secundarios al “consumo” de la recompensa mediarian tanto el inicio como el mantenimiento

de la conducta adictiva a través de la atribucion de la saliencia del incentivo a estos estimulos.

En dicho punto, esta teoria subraya la disociacion de las respuestas hedonicas psicobioldgicas
de wanting (que representa el impulso o deseo visceral e inconsciente intenso de buscar y
consumir la recompensa persiguiendo el efecto gratificante y asociada a un estimulo
condicionado) y liking (respuesta subjetiva de placer o disfrute que se obtiene al consumir la
recompensa, asociada a un estimulo incondicionado), hipotetizdndose una asociacion
diferencial en el contexto de la conducta adictiva. En la instauracion y el mantenimiento de la
adiccidn, se postula una hipersensibilidad de la respuesta psicobiolégica de wanting, que se
detonaria con independencia de que la vivencia de placer (liking) no cambie o, incluso,
disminuya. Mientras que una adecuada coordinacion de ambos componentes explicaria a grosso
modo que a la persona normalmente “le gusta aquello que quiere y quiere buscar aquello que
le gusta”, la disparidad en la respuesta implicaria que la persona busca y “consume”
incansablemente la recompensa a pesar de que ya no experimente el mismo nivel de placer o
disfrute que solia obtener y de las consecuencias negativas que le comporta, llegando a

convertirse en un habito (490).

Precisamente, la implicacion de otro componente psicobiologico de la respuesta heddnica como
es el aprendizaje asociativo favoreceria la cristalizacion de la conducta en un habito mediante
la promocion de la respuesta de wanting. A nivel anatomofuncional, la transicién de la
activacion estriatal ventral a la dorsal y la disfuncion de la actividad del cortex prefrontal
parecen estar implicadas en el aprendizaje de habitos. En este sentido, aunque el placer define
a la recompensa, no se considera necesario para mantener su busqueda, pudiendo existir otros
motivos, como el propio déficit en el circuito de la recompensa y la necesidad de retornar el

balance homeostatico.

De esta manera, la teoria de la saliencia del incentivo complementaria a la primera, en tanto en
cuanto el funcionamiento independiente de los componentes psicobioldgicos de wanting y
liking podria responder a un intento de recuperacion de la homeostasis frente a un sistema
hipodopaminérgico (496). Desde un punto de vista evolutivo, todo ello podria guardar relacion
con una funcién de supervivencia. Yendo un paso mas alla, resulta interesante que se haya
argumentado la existencia de subtipos de individuos en los que otras variables y procesos (p.e.,

la regulacion emocional y afectiva, el manejo del estrés y el funcionamiento ejecutivo) podrian
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estar modulando de forma significativa la activacion y la capacidad de respuesta del circuito de

la recompensa (341).

Aungue en menor medida que las alteraciones funcionales, también se han reportado cambios
estructurales en el TJ relativos a la reduccion volumétrica de areas como la amigdala y el
hipocampo, que podria estar relacionada con alteraciones en el control inhibitorio y una menor

tendencia a evitar el castigo, asi como una integridad deficiente de la sustancia blanca (155).

Sobre las bases anatomo-funcionales que rigen la conducta en trastornos relacionados con la
adiccidn se van a edificar la mayoria de los estudios relativos a otros sustratos neurobiolégicos
de tipo genético, neuroendocrino y neuropsicolégico. En este contexto, la investigacion
neurobioldgica en adicciones comportamentales va a la zaga de la investigacion en otros
trastornos como la adiccion a sustancias y, en muchos casos, lineas de investigacion todavia

incipientes en el TJ emanan de los hallazgos descritos en la adiccion a sustancias.
2.5.1. Sustratos genéticos

El Registro de Gemelos de la Era de Vietham, compuesto por mas de 7.000 gemelos varones,
y el Estudio de Gemelos Australianos sobre el Juego, conformado por mas de 4.500 hombres y
mujeres, han sido dos importantes fuentes empleadas en la exploracién de los mecanismos
genéticos subyacentes al TJ (471,497-508). Derivados de este tipo de recursos, diferentes
estudios con familias han reportado una mayor probabilidad de padecer un TJ cuando se tiene
un familiar de primer grado afecto, asi como una incidencia del trastorno de hasta el 20% en
familiares de primer grado de individuos que ya lo padecen (509). Al igual que se ha apuntado
en otros trastornos, todo ello podria ser sugestivo de la existencia de un patron de agregacion

familiar en el TJ, modulado tanto por factores genéticos como ambientales (510,511).

Ciertamente, los estudios con gemelos y en adopciones han contribuido de manera significativa
a discriminar la influencia de los factores genéticos y ambientales, comunes y no compartidos,
sobre un determinado rasgo o condicion patoldgica, siendo posible evaluar el grado de
contribucion de los factores genéticos en su expresion fenotipica (512-514). Asi, se ha descrito
que las variaciones en los factores genéticos entre individuos podrian estimar aproximadamente
un 40% del riesgo de padecer un TJ, siendo una entidad moderadamente hereditable (502,505).
Esta proporcion atribuida a los factores genéticos en el TJ parece mostrar una tendencia estable

en el tiempo (515), pudiendo tener también una influencia sobre la gravedad de la conducta de
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juego. Precisamente, algunos estudios han apuntado que una mayor gravedad de la conducta de
juego estaria ligada a una mayor influencia de factores familiares genéticos, sumado a factores
ambientales compartidos (499,512). No obstante, se ha planteado que los factores ambientales
no compartidos también tendrian una influencia moderada sobre la expresion fenotipica en el
TJ (516).

De este tipo de estudios se han desprendido algunas hipotesis interesantes sobre la contribucion
que los aspectos genéticos podrian tener sobre factores como el sexo, la edad o la estructura de
personalidad en el TJ. Algunos autores han defendido la idea de que la estimacion del riesgo
atribuida a variaciones genéticas sobre la apariciéon de un TJ seria equitativa en ambos sexos
(506,517). Sin embargo, otros creen precipitado descartar esta hipétesis, con un hilo argumental
alineado con la existencia de diferencias fenotipicas en funcion del sexo. En esta linea, el
metaanalisis de estudios de gemelos llevado a cabo por Xuan et al. (516) reporté que la
magnitud de la influencia genética en el TJ resultaba mayor en varones y en adultos comparado
con mujeres y adolescentes, respectivamente. Ademas, se ha apuntado que la carga genética
tendria una mayor influencia sobre la edad de inicio del TJ en los varones, mientras que los
factores ambientales compartidos guardarian una mayor relacién con la edad de inicio en las
mujeres (518). Asimismo, los factores genéticos condicionantes de variaciones
interindividuales en la estructura de personalidad podrian tener un gran peso en el riesgo de

desarrollar un TJ, siendo esta contribucion mayor en el caso de las mujeres (519).

Desde una perspectiva dimensional, diferentes estudios en gemelos han sugerido la existencia
de cierta vulnerabilidad genética compartida entre la conducta de juego problematica y el
trastorno per se, reforzando la idea de entender ambas entidades como parte de un continuum
(512). Ademas, resulta interesante el hecho de que distintos trastornos podrian guardar cierta
similitud en su vulnerabilidad genética con el TJ, despertando un especial interés aquellas
patologias que implican una conducta adictiva y procesos potencialmente transdiagnosticos,
como la impulsividad o la regulacion emocional (504,507,513,520,521). Curiosamente, se ha
descrito una contribucion genética en la coexistencia de una conducta de juego problematica/TJ
y trastornos psiquiatricos frecuentemente comorbidos, como los TUS (nicotina, cannabis,
psicoestimulantes) (522,523). En este sentido, se ha sugerido que la asociacién genética entre
estas condiciones clinicas podria estar relacionada con la existencia de mecanismos
neuroguimicos subyacentes compartidos, como los relacionados con las vias monoaminérgicas
(155,522).
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2.5.1.1. Genética molecular

En el TJ, se han realizado tantos estudios de asociacion de genes candidatos como estudios
GWAS. EIl primer tipo de estudios en el TJ estan, principalmente, enfocados en sistemas
neuroquimicos cuya implicacion en procesos relacionados con la adiccion cuenta con un mayor
reconocimiento (305,520). Asi, se han estudiado variantes de genes que codifican, sobre todo,
componentes monoaminérgicos, serotoninérgicos y opioides: receptores dopaminérgicos
DRD1 (524-528), DRD2 (524-533), DRD3 (524-527,532,534,535), DRD4
(524,526,527,535-539), DRD5 (524,526), el receptor opioide M1 (540) y el receptor
serotoninérgico SHTR2A (541); transportadores de dopamina (DAT) (524,526,530,535) y
serotonina (5HTT) (526,534,539,542); enzimas como dopamina beta-hidroxilasa (DBH) (543),
catecol-O-metiltransferasa (COMT) (535,544,545), la cadena delta tipo 11 de proteina quinasa
dependiente de calcio/calmodulina (CAMK2D) (512), monoamino oxidasa A (MAOA) y B
(MAOB) (546) y tiroxina hidroxilasa (526). De estos genes candidatos, se ha reportado al
menos un resultado de asociacion positivo con relacién a polimorfismos en genes
dopaminérgicos DRD1 (524,528), DRD2 (525,526,528,531,532), DRD3 (532,534,535), DRD4
(526,535-538,547) y otros genes como MAOA, COMT, CAMK2D, HTR2A (gen del receptor
SHTR2A) y SCL6A4 (gen del transportador 5SHTT) (512), si bien han sido escasa o nulamente

replicados.

Algunos de estos estudios han formulado la idea de que la susceptibilidad genética que confiere
la presencia de determinadas variantes genéticas podria distar entre hombres y mujeres
(539,547), asi como estar sujeta a factores como la etnicidad (527,548). Paralelamente, otros
estudios han explorado la asociacion entre variantes genéticas especificas y procesos
implicados en la etiopatogenia del TJ, como impulsividad y funciones ejecutivas (genes DRD2,
DRD4, DHB, COMT, genes del DAT como DAT1, SCL6A3 y SCL18A2), aspectos
motivacionales y regulacion emocional (gen DHB) (529,530,535,537,540,543,544,547). En
esta linea, algunas variantes genéticas en genes como el DRD2 se han asociado a una
susceptibilidad aumentada para la comorbilidad en el TJ (531). Todo ello, pone de manifiesto
la existencia de potenciales correlatos neurobiol6égicos y las posibles implicaciones

transdiagndsticas y terapéuticas asociadas a determinados hallazgos genéticos.

En 2013, Lind et al. (503) llevaron a cabo un estudio GWAS en una cohorte comunitaria de

1.312 gemelos de 894 familias australianas que no detectd ninguna variante genética de tipo
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SNP que estuviera significativamente asociada a un fenotipo de juego problematico (evaluada
mediante criterios DSM-IV y South Oaks Gambling Screen) (549,550). Sin embargo, se
identificaron algunos marcadores de riesgo de una conducta de juego problematica con
parametros menos estrictos; concretamente seis SNP en tres genes (MT1X, ATXN1y VLDLR).
Estos genes codificantes, respectivamente, de metalotioneina 1X (expresada, sobre todo, en
astrocitos y, en menor medida, en neuronas), ataxina 1 (proteina ligada a la ataxia
espinocerebelosa de tipo 1) y del receptor de lipoproteinas de muy baja densidad (implicado en
la migracién neuronal durante el desarrollo embrionario y modulador de la plasticidad sinéptica,
procesos de memoria y aprendizaje en la vida adulta) habian sido relacionados anteriormente
con la adiccion (551,552), otros trastornos psiquiatricos (552-554) y neuroldgicos (555).

Tres afios mas tarde fue publicado el primer y Unico estudio GWAS que se conoce en individuos
con TJ. Este estudio se realiz6 en poblacion alemana y evalué a un grupo clinico de 445
individuos con TJ y a un grupo control de 986 individuos (556). A pesar de que no se
identificaron regiones gendmicas significativas asociadas al desarrollo del TJ (tampoco en los
genes MT1X, ATXN1 y VLDLR utilizando un umbral menos estricto), si se reporté una
asociacion entre una puntuacion de riesgo poligénica para el trastorno por uso de alcohol y la
gravedad de la conducta de juego. Este hallazgo vendria nuevamente a afianzar la idea de un
vinculo entre distintos trastornos psiquiatricos basado en caracteristicas biopsicosociales de
vulnerabilidad compartidas, que contribuiria a aumentar el riesgo de desarrollo de una de las

condiciones cuando la otra esta presente (504,512,556).

2.5.1.2. Familia de las neurotrofinas y adiccién

La potencial participacion funcional de la familia NTF en el procesamiento de la recompensa,
la consolidacion de la memoria o el manejo del estrés han apuntado su implicacion en la
fisiopatologia de la adiccion (117). En este contexto, el BDNF y su correlato genético
constituyen uno de los elementos mas estudiados (117,155,557-559), sugiriéndose su
implicacion en los procesos subyacentes a la neuroadaptacion y el establecimiento de conductas

relacionadas con la adiccion inducida por sustancias (117).

En condiciones normales, el BDNF se encuentra altamente expresado en neuronas de regiones
cerebrales implicadas en el procesamiento de la recompensa, como la PFC, la VTA y el NE.
Aqui, el complejo BDNF-TrkB juega un papel trofico sobre las neuronas dopaminérgicas,

velando por la supervivencia neuronal y participando en la neurotransmision de sefiales
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dopaminérgicas, GABA o glutamatérgicas. En esta linea, se ha descrito una implicacion de la
sefializacion del BDNF en la transmision dopaminérgica en la VTA asociada al consumo de
sustancias como psicoestimulantes y opiaceos (560-563). La cascada intracelular inducida por
esta NTF tras la activacion del receptor en areas mesocorticolimbicas mediaria ademéas su
intervencion en la regulacion del estrés y emocional, modulando la respuesta conductual no
solo frente a recompensas, sino frente al estrés social o a experiencias traumaticas. En este
sentido, se ha reportado que la exposicion intermitente o continua a estrés social en modelos
animales, se asocid a sintomas depresivos y comportamientos de evitacion social (563-565).
Asimismo, se ha descrito la implicacion del complejo BDNF-TrkB en la formacién de
memorias mediante la estimulacion postsinaptica de receptores glutamatérgicos NMDA en la
via hipocampal, asociado a un efecto sobre la consolidacion de la memoria de extincion del
miedo (566). El efecto de este sustrato sobre el proceso de plasticidad cerebral también puede

influir en la adquisicién, mantenimiento o extincién de comportamientos adictivos (117).

Adicionalmente a los hallazgos relacionados con cambios en los niveles circulantes de NTF
como el BDNF, existe una creciente evidencia que pone de manifiesto la potencial relacion
entre alteraciones a nivel genético y el consumo adictivo de sustancias (566-568). Hasta la
fecha, se desconocen estudios relativos a la exploracion del papel de los genes NTF en el TJ, si
bien se han publicado algunos trabajos centrados en evaluar los niveles de BDNF en esta
poblacion clinica y sus posibles implicaciones funcionales. En esta linea, si se ha descrito un
aumento de las concentraciones circulantes de BDNF en individuos con TJ en comparacion con
controles sanos, lo que podria estar asociado a una alteracion de la sefializacion dopaminergica
enlaVTAYyen el NAcc (569-571). Curiosamente, el BDNF se ha sugerido como un potencial
marcador relacionado con la toma de decisiones y los procesos de aprendizaje en el TJ, estando
las concentraciones de BDNF circulante correlacionadas negativamente con las puntuaciones
del lowa Gambling Task (465,571). Sin embargo, los estudios en TJ han arrojado resultados
inconsistentes cuando se explora la asociacion entre las concentraciones de BDNF circulante y
la gravedad de trastorno (570-572). La escasez de estudios disponibles junto con las
dificultades para interpretar el correlato de estos hallazgos a nivel central sugiere la necesidad
de profundizar en el estudio de esta familia genética en el campo de las adicciones

comportamentales.

2.5.2. Sustratos neurotransmisores y neuroendocrinos
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Se ha sugerido la implicacion de distintos sistemas neurotransmisores y neurohormonales en la
patogénesis del TJ, pudiendo participar en diferentes fases de la adiccion (335). La evidencia
acumulada en estudios preclinicos (empleando una aproximacion farmacolégica y en menor
medida, no farmacoldgica como la manipulacion ambiental o el efecto de la lesién en
determinadas areas) y en humanos (aproximacion genética, mediante neuroimagen, analisis
cuantico en fluidos biolégicos) pone de manifiesto un papel central del sistema dopaminérgico
en el desarrollo y mantenimiento de la conducta adictiva (155,452,573,574), aunque la forma
en la que participa en el TJ sigue siendo cuestionada (439,575-577). Distintos estudios también
han explorado la implicacién de otros sistemas en la patogenia del trastorno (el sistema
serotoninérgico, glutamatérgico, GABAérgico, opioide, adrenérgico, colinérgico y el eje HPA),
si bien el numero de estudios es menor, siendo necesaria una mayor solidez de la evidencia
existente (576,578). La Tabla 5 muestra un resumen de los distintos sistemas neurotransmisores
y neuroendocrinos explorados con relacion al TJ. Hasta la fecha, la mayoria de los estudios

reportados se han realizado en poblacion de varones (154).

Tabla 5. Sistemas neurotransmisores y neuroendocrinos implicados funcionalmente en la
patoplastia de la adiccion y su estudio en el trastorno de juego. Elaboracién propia.

Sustrato neurotransmisor/ Funciones relacionadas

neuroendocrino/Sistema/Eje con la adiccion Alteracion en TJ

Papel central en el desarrollo y
mantenimiento de la conducta adictiva en
estudios  animales y  humanos
(155,573,574,579).

Procesos neuropsicoldgicos y
tratamientos psicofarmacolégicos que
alteran la sefializacion dopaminérgica se
correlacionan con un mayor riesgo de TJ
(580).

Recompensa, motivacién,
Dopamina movimiento, estado de &nimo,
plasticidad sinaptica

La forma en la que participa en el TJ
sigue siendo cuestionada (439,575-577).
Por ejemplo, si las disfunciones
dopaminérgicas  estan  relacionadas
principalmente con la liberacién tonica o
con la liberacién dindmica temporal en
respuesta a  diferentes  estimulos
ambientales e internos, asi como qué
dimensiones clinicas especificas del TJ
estan mediadas por una alteracion de la
homeostasis dopaminérgica (155).

A nivel molecular, estudios animales y
humanos apuntan a disfunciones en el
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Regulacién del estado de animo,
impulsividad (inicio y cese de la
conducta), neuroplasticidad

Serotonina

Respuesta fisioldgica al estrés,
toma de decisiones en situacion
de estrés, estado de alerta

Noradrenalina

Plasticidad sinaptica,
aprendizaje y memoria,
compulsividad y rigidez

cognitiva

Glutamato
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trafico presinéptico de dopaminaenel TJ,
sugestivas de estados
hiperdopaminérgicos (155).

Tanto la administracion de anfetaminas
como de algunos farmacos agonistas
(usados en la Enfermedad de Parkinson)
y antagonistas DR2 (antipsicéticos como
haloperidol, sulpiride y aripiprazol) se
han asociado con un incremento de la
motivacion y la urgencia por jugar en
individuos con problemas de juego
(581,582), siendo negativos los ensayos
clinicos realizados con antagonistas
dopaminérgicos como la olanzapina para
el tratamiento del TJ (583,584).

Se ha descrito una disminucion de los
niveles de un metabolito de la serotonina
en liquido cefalorraquideo en individuos
con TJ comparado con controles sanos,
asi como de los niveles de MAO-B
(marcador periférico del funcionamiento
serotoninérgico) (154,509).

Actualmente, existe una falta de
evidencia para la aprobacion de
psicofarmacos que tienen como diana a la
serotonina, como los ISRS, para tratar
especificamente el TJ (585).

Se han reportado niveles circulantes
elevados de noradrenalina y sus
metabolitos en individuos con TJ frente a
controles sanos (154,586,587), siendo
méas sensibles a la induccion de la
secrecion noradrenérgica e
incrementdndose  los  niveles de
noradrenalina durante el juego (588,589).

Desbalance funcional del sistema puede
afectar a la comunicacion entre el cortex
prefrontal 'y el ndcleo estriado
favoreciendo la conducta de bisqueda de
recompensa (590,591).

A través de su interaccion con el sistema
dopaminérgico, se ha visto implicado en
el aprendizaje asociativo entre estimulo-
resultado y promueve las conductas de
aproximacion hacia el estimulo (592).

Datos procedentes de estudios en liquido
cefalorraquideo también sugieren un
sistema glutamatérgico disfuncional en el
TJ (593).



Respuesta heddnica, abstinencia

Sistema opioide y estado de animo

Respuesta al estrés,
inflamacion, regulacion de
Cortisol y eje HPA procesos metabdlicos
(metabolismo proteico, glucosa,
etc.)
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Se conocen estudios que apuntan a que el
uso de moduladores glutamatérgicos
como la N-acetilcisteina, reconocida por
la FDA como un suplemento dietético,
podria tener un efecto superior a placebo
en el TJ y podria estar recomendado
especialmente cuando coexiste un TUS
por nicotina (585,594,595).

Farmacos glutamatérgicos como
memantina, empleada en patologia
neuropsiquiatrica como la Demencia de
tipo Alzheimer, podrian mejorar el
funcionamiento cognitivo en TJ, en
términos de flexibilidad cognitiva (596—
600).

El juego se ha asociado a niveles elevados
en sangre del opioide endogeno -
endorfina (335).

La evidencia actual basada en ensayos
clinicos ha puesto de manifiesto la
potencial superioridad del tratamiento
con agonistas parciales y antagonistas
opioides como naltrexona en el TJ frente
a placebo (335,597-599).

Asociacion de los procesos adictivos con
el funcionamiento del eje HPA, que
media la respuesta al estrés (557,601).

Se han descrito mayores niveles de
cortisol circulante durante el juego en
individuos con TJ que en individuos
controles sanos (602).

Nota. DR2, receptor dopaminérgico de tipo 2; FDA, Food and Drug Administration; eje HPA, eje hipotalamo-
hipdfiso-adrenal; ISRS, inhibidor selectivo de la recaptacion de serotonina; TJ, trastorno de juego; MAO-B,

enzima monoaminooxidasa B.

La necesidad de profundizar en el conocimiento de las bases neurobioldgicas del TJ y la

ausencia de estrategia psicofarmacoldgica oficialmente aprobadas para su tratamiento

constituyen algunas de las razones para la apertura de lineas de investigacion adicionales. En

este sentido, el estudio de los sustratos reguladores de la homeostasis energética en el campo

de la adiccidn se considera aun preliminar y, sobre todo, referido a la adiccion a sustancias. Este

hecho sumado a la existencia de precedentes interesantes acerca de su implicacion en otros

trastornos mentales y al caracter funcional multifacético de muchos de ellos, convierte a estos

sustratos en potenciales dianas de estudio en las adicciones comportamentales.
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2.5.2.1. Sistema endocannabinoide y adiccion

A nivel neurobiologico, la implicacion del sistema eCB en la patogenia de los trastornos
relacionados con la adiccion pasa inevitablemente por su participacion en la compleja
maquinaria que regula la gratificacion y la percepcion del placer asociada al circuito de la
recompensa (230,603,604).

Diferentes estudios preclinicos y clinicos han reconocido la intervencion del sistema eCB en la
patogenia de la adiccion a sustancias como el alcohol, el cannabis y los estimulantes, siendo
mas limitada la evidencia en el caso de la nicotina, los opiaceos y los alucingenos. Estos
estudios experimentales genéticos, moleculares, funcionales y de neuroimagen han sido
compilados por Navarrete et al. (605) en una reciente revision, que sugiere la implicacion de
varios de los componentes del sistema eCB a lo largo de las distintas fases de la adiccion. Sin
embargo, la literatura adolece de un mayor nimero de estudios que repliquen los hallazgos
existentes, empleando aproximaciones translacionales que incluyan estudios clinicos basados
en métodos poco invasivos (por ejemplo, neuroimagen) y muestras bioldgicas accesibles (por
ejemplo, sangre) para poder dilucidar su papel como biomarcadores en la adiccion (605).

Asimismo, hasta la fecha, no se conocen estudios relativos a las adicciones comportamentales.

La amplia distribucion regional de los componentes del sistema eCB y su funcion moduladora
sobre diferentes sistemas neurotransmisores y neurohormonales contribuyen a explicar su papel
en el procesamiento de la recompensa y otros procesos relacionados como el aprendizaje
asociativo y la formacion de memorias, el manejo del estrés y el estado animico, la impulsividad
y el funcionamiento ejecutivo (236). A nivel neuroquimico, la interaccion del sistema eCB con
el sistema glutamatérgico, GABAérgico, monoaminérgico, colinérgico y opioide se han visto

envueltos en estas funciones, al igual que su ya descrita interaccién con el eje HPA (606-611).

Distintos estudios preclinicos han revelado que la modulacion del sistema eCB influye en el
refuerzo positivo, el craving y la recaida en el consumo de sustancias (237,604,612). Asi, la
sefializacion disfuncional del sistema podria desempefiar un papel en el refuerzo positivo
dopaminérgico que media las conductas impulsivas de blusqueda de recompensa asociadas al
craving y que contribuyen al mantenimiento de la adiccién (wanting). Concretamente, se
sostiene la nocion de que seria un incremento de la actividad del sistema la que podria subyacer
a este fenomeno (613-615).
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En esta linea, diferentes polimorfismos en genes que codifican componentes como el CB1R y
la FAAH se han descrito como factores de vulnerabilidad para el desarrollo de una conducta
adictiva, la aparicién de craving o del sindrome abstinencial (161,605,616). No obstante,
factores ambientales como la exposicién aguda a recompensas y el estrés asociado a la
deprivacion de las mismas (craving) se han descrito como otros elementos contribuyentes a
alterar el funcionalismo del sistema eCB (234). Asi, un consumo agudo de sustancias (incluidos
los agonistas cannabinoides exdgenos) se ha asociado a una combinacion de cambios en areas
cerebrales relacionadas con el procesamiento de la recompensa consistente en una regulacion
al alza del CB1R, junto con la atenuacion de la actividad de la FAAH y el aumento de la AEA
(617-619), lo que ha sugerido que la movilizacion de los eCBs en los tejidos periféricos podria
ser un marcador de la activacion del sistema eCB en el cerebro (620). Globalmente, estos
cambios se han ligado a un aumento de la sensibilidad frente a la exposicion de la recompensa,
pero también frente a su interrupcion (craving), interfiriendo ademas en la formacion de
memorias contextuales relacionadas con la preferencia/aversion hacia la recompensa (234,621).
Todo ello podria contribuir al mantenimiento de la exposicion y a los subsiguientes cambios en

la plasticidad sindptica a largo plazo que media el sistema eCB (234).

Aunque los mecanismos moleculares que intervienen en este proceso son en su mayoria
inciertos, en el contexto de la adiccion se ha hipotetizado que estimulos altamente gratificantes
(saliencia del incentivo) que potencian la sefializacion dopaminérgica en la VTA promoverian,
a la par, lamovilizacion de los eCBs coexpresados en dichas neuronas y su produccion en areas
como el NAcc. Se iniciaria asi un bucle de retroalimentacion positiva que facilitaria la
sefializacion dopaminérgica y cannabinoide de la VTA a zonas como el NAcc, modulando los
eCBs la sefializacion tonica y fasica dopaminérgica en esta area. Precisamente en el NAcc los
eCBs actuan blogueando los terminales GABAérgicos aferentes del NAcc a la VTA que
amortiguan la activacion de esta region mesencefalica, participando en la desinhibicion de las
neuronas dopaminérgicas de la VTA y en el refuerzo positivo asociado a la recompensa
(refuerzo primario) (238). Esta accion parece estar mediada por la activacion del CB1R (604),
ya que el agonismo CB2R se ha asociado con un rol protector. A diferencia del CB1R, que se
localiza en los terminales sinapticos, este receptor si se expresa en las neuronas dopaminérgicas
y su estimulacion parece inhibir la liberacion de dopamina en la VTA, ejerciendo una funcién
similar a la autorregulacion dependiente de actividad mediada por los receptores DRD2 en la
VTA 'y el NAcc (238).
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Los procesos de aprendizaje, memoria y control emocional van a influir sobre los
comportamientos de busqueda de la recompensa ligados, ya no solo al refuerzo gratificante y
al craving, sino también al refuerzo negativo que aparece con la deprivacion de ésta (efecto
aversivo de la abstinencia) y que se ha asociado con una atenuacion de la sefializacion
dopaminérgica en el circuito mesocorticolimbico (237). En esta linea, la sefializacion
cannabinoide disfuncional podria mediar en el procesamiento emocional y la percepcion
sensorial subyacentes a la adiccion e influir en el aprendizaje de habitos y respuestas
condicionadas (aprendizaje por asociacion) relevantes para la pérdida progresiva del control
sobre la conducta (234,622).

En este punto, los receptores CB1R de los terminales glutamatérgicos en el NAcc procedentes
de la PFC son especialmente importantes para la depresion sinaptica a largo plazo de las
sinapsis corticoestriatal y coritcoaccumbens, una forma de plasticidad dependiente de la
actividad neuronal que es crucial para el inicio de la accion, el aprendizaje motor y la formacion
de habitos. Se ha observado que la estimulacion del CB1R en el NAcc desinhibe los aferentes
glutamatérgicos procedentes de la PFC al NAcc a través de la inhibicion de la liberacion de
glutamato. Este efecto, nuevamente, promueve la sefializacion dopaminérgica en el circuito
mesocorticolimbico y, por tanto, potencia el comportamiento impulsado por la recompensa,
pudiendo representar una adaptacion celular implicada en la progresion del consumo ocasional
de la recompensa al habito (239). Ademas, estudios en modelos animales han descrito una
alteracion del aprendizaje de habitos asociado a la delecion de los genes CB1R y DAGL, sobre
todo, en relacion con la corteza orbitofrontal que proyecta al NE dorsal. Resultados similares
se han reportado con la administracion de antagonistas del receptor (623-625). Asimismo, se
ha apuntado que estrategias farmacologicas que inhiben la maquinaria enzimatica encargada de
degradar el 2-AG podrian reducir una conducta reiterativa patoldgica (626). Todo ello refuerza
la participacion del sistema eCB en el aprendizaje basado en la recompensa, siendo necesaria
su intervencion para la expresion de habitos (625,626).

Por otro lado, el papel que desempefia el sistema eCB en la respuesta al estrés y el
procesamiento emocional estd ampliamente documentado en estudios animales y humanos
(627-631). En condiciones normales, este sistema limita la angustia emocional en
circunstancias estresantes y contribuye a la supresion de los recuerdos aversivos, 1o que
favorece la extincion del miedo (237). A nivel molecular, la recaida inducida por el craving

implica un efecto inductor de la movilizacion glucocorticoide sobre la sefializacion del sistema
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eCB. Asi, la activacion del CB1R promoveria un efecto ansiolitico y antidepresivo, a la par que
reforzaria la estimulacion dopaminérgica mesolimbica (632-636). No obstante, la
manipulacion farmacoldgica de la activacién del CB1R en modelos animales ha puesto de
manifiesto que podria existir un efecto dosis-dependiente (637,638). Es decir, mientras que la
activacion del CB1R secundaria a la administracion de dosis mas bajas de agonistas
cannabinoides disminuy6 la ansiedad (un efecto que podria estar relacionado con la via
glutamatérgica), los efectos ansidgenos se produjeron con la activacion del receptor a dosis mas
altas (un efecto que se ha ligado a la via GABAérgica) (639-647). El efecto ansiogénico y
depresivogeno también se ha descrito tras el bloqueo farmacolégico del CB1R con antagonistas
cannabinoides o en el caso de la delecion del gen CB1R en roedores (644,647—-654), al contrario
de lo que ocurre con la inhibicion funcional o delecién del gen de la FAAH o de la MAGL
(655-663). Este hecho refuerza la implicacion de la AEA 'y el 2-AG en la regulacion afectiva y
del estrés (664-668). En este sentido, se ha reportado que la inhibicion de su degradacion y/o

de su recaptacion induce un efecto ansiolitico (669-680) y antidepresivo (657—663).

A largo plazo, tanto la exposicion cronica a recompensas como el estrés mantenido también son
capaces de inducir cambios permanentes en el sistema eCB, afectando a la regulaciéon de
respuestas adaptativas y a la accion neuroprotectora del sistema frente a los procesos de
excitotoxicidad, estrés oxidativo y neuroinflamacion (681,682). Precisamente, un consumo
cronificado de sustancias se ha asociado con una regulacion a la baja o desensibilizacion del
CBL1R, lo que podria traducir un mecanismo neuroadaptativo de compensacion intrinseca en un
intento del sistema por mantener un estado homeostatico (615,683). Asimismo, la activacion
mantenida del eje HPA secundaria al estrés se ha asociado al aumento de la actividad inhibitoria
de la FAAH en ciertas areas cerebrales ligadas a la regulacién de las emociones y a la memoria
emocional (como cortex prefrontal y amigdala), con la consiguiente disminucién de las
concentraciones de AEA. Este hecho favorece una respuesta ansiogénica junto con una
elevacion del 2-AG (681,684-687), que podria estar mediando un efecto ansiolitico
compensatorio (688). A nivel terapéutico, se conoce que los farmacos antidepresivos como los
inhibidores selectivos de la recaptacion de serotonina (ISRS) y terapias bioldgicas como la
estimulacion magnética transcraneal (EMT) o la terapia electroconvulsiva (TEC) tienen un
efecto sobre el sistema eCB, estimulando su actividad en diferentes areas cerebrales implicadas

en la regulacién de las emociones (689-694).
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Todo ello pone de manifiesto la fina modulacion que realiza el sistema eCB como regulador de
diferentes procesos que participan en la patoplastia de la adiccion, entre los que también se
incluyen la impulsividad y las funciones ejecutivas (230). A modo de ejemplo, la investigacion
en modelos animales de TDAH ha reportado una reduccion de la conducta impulsiva tras la
administracion de antagonistas del CB1R, frente al uso de agonistas, al posponer la gratificacion
inmediata en pos de una recompensa mayor pero diferida (695). Resulta interesante que algunos
polimorfismos del CB1R se hayan asociado especialmente a la impulsividad en esta poblacion
clinica (696). Precisamente, el TDAH constituye un ejemplo de trastorno altamente asociado a
la impulsividad y a la comorbilidad con trastornos adictivos como el TJ (697,698).

En la literatura también se ha apuntado un probable efecto dosis-dependiente del receptor CB1R
en la regulacion de la conducta impulsiva y las funciones cognitivas (699,700). Asi, la
administracion de dosis elevadas de agonistas del receptor CB1R aumentaria los
comportamientos impulsivos, mientras que la administracion de dosis bajas de antagonistas del
CBI1R reduciria el numero de respuestas impulsivas y mejoraria el rendimiento cognitivo, por
ejemplo, a nivel de toma de decisiones (699,701-703). Este punto enlaza con algunos estudios
preclinicos que sugieren que la estimulacion del sistema eCB tendria un impacto negativo sobre
la flexibilidad cognitiva, describiendo una asociacion entre una regulacion al alza de la
disponibilidad del CB1R en coértex prefrontal y una menor flexibilidad cognitiva, frente al uso
de los antagonistas del receptor (699,700,704). Sin embargo, otros estudios en roedores han
indicado que una reducida concentracion cerebral de 2-AG y una regulacion a la baja de la
disponibilidad del CB1R en hipocampo secundaria a una exposicion cronica a estrés también
se asoci6 con problemas de flexibilidad cognitiva (705,706).

En humanos, tanto el consumo agudo como cronico de cannabinoides exdgenos se ha asociado
con un empeoramiento del rendimiento cognitivo en términos, por ejemplo, de flexibilidad
cognitiva, memoria de trabajo, impulsividad motora y toma de decisiones (707—716). El estudio
de Fagundo et al. (717) en poblacion no clinica describié por primera vez el potencial rol de los
eCBs en funciones ejecutivas relacionadas con el cortex prefrontal. Concretamente, este trabajo
reporté que mayores concentraciones periféricas de AEA se asociaban a una mejor toma de
decisiones y a una mayor flexibilidad cognitiva, mientras que concentraciones mas elevadas de
2-AG estaban relacionadas con una mayor rigidez cognitiva y dificultad para el control
inhibitorio (717). En su conjunto, estos resultados refuerzan la especificidad funcional del

sistema en las diferentes regiones cerebrales, donde su influencia sobre la impulsividad y la
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cognicidn estaria mediada por la modulacion de mecanismos neuroquimicos relacionados con

la dopamina, el glutamato y el GABA, entre otros (718).

Yendo un paso mas alla, el funcionamiento del sistema eCB se ha asociado con algunos rasgos
temperamentales como la busqueda de novedad, una caracteristica de la estructura de la
personalidad marcadamente ligada a la conducta adictiva. Concretamente, el estudio de
neuroimagen de Van Laere et al. (719) revel6 que mayores puntuaciones del rasgo de busqueda
de novedad (autoreportada a través del Inventario de temperamento y caracter revisado) (720)
se asociaron a una menor disponibilidad cerebral del receptor CB1R, especialmente, a nivel de
la region amigdalar. También se ha descrito que, a traves de la modulacion sobre la
neurotransmision glutamatérgica y GABAérgica, el sistema eCB estd involucrado en el
equilibrio fisiologico entre la busqueda de novedad y el control inhibitorio (721).
Especificamente, la reduccién de la transmision glutamatérgica secundaria a la estimulacién
del sistema eCB se ha asociado a una disminucidn de la inhibicién conductual y a un aumento
de la busqueda de novedad (721-723).

Hasta el momento, el debate sobre si la disfuncion del sistema eCB puede estar asociada a las
causas y/o consecuencias de condiciones patoldgicas como los trastornos psiquiatricos continda
abierto. Asimismo, se ha reflejado que podrian existir potenciales particularidades funcionales
entre la AEA y el 2-AG en la patogenia de la adiccion, destacandose la modificacién del tono
funcional de la AEA en la modulacion de la respuesta conductual frente a recompensas
potencialmente adictivas (612). Dicho esto, no resulta sorprendente pensar en este sistema
como una potencial diana biologica por explotar también en el campo de las adicciones
comportamentales, como ya esta ocurriendo en otros trastornos como la adiccion a sustancias
(620,621,724,725). En este sentido, se ha descrito que la modulacion genética o farmacoldgica
de diferentes componentes del sistema podria no s6lo reducir el consumo de la recompensa y
el craving, sino también modular la formacion de memorias asociadas y contribuir a minimizar

el riesgo de una posterior recaida (235,621,726-729).

2.5.2.2. Sistema grelinérgico, adipocitoquinas y adiccion

La funcion de la grelina en el circuito de recompensa resulta particularmente interesante desde
el punto de vista de los procesos adictivos (730), existiendo semejanzas neurobioldgicas entre
el procesamiento de la recompensa alimentaria y la relacionada con recompensas no naturales

como determinadas sustancias (159). En interaccion con otros sistemas neurotransmisores
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como el sistema dopaminérgico, serotoninérgico y opioide, se ha descrito que la grelina
interviene en el procesamiento heddnico de la recompensa (283,731). Concretamente, estimula
la sefalizacion dopaminérgica en el sistema limbico, mediando el refuerzo asociado a la
recompensa y la motivacion de comportamientos de busqueda hacia recompensas tanto
naturales (como la comida) como no naturales (por ejemplo, sustancias) (wanting) (731-735).
De hecho, la infusion exdgena de grelina en esta via ha demostrado inducir comportamientos
de busqueda (736), mientras que la manipulacién genética y el antagonismo del receptor GHSR
se han asociado con una atenuacion de estos comportamientos (737-739). El sistema
glutamatérgico y GABAEérgico, que también se han visto involucrados en los procesos
adictivos, mediarian la accion de grelina sobre el procesamiento de recompensa relacionado
con sustancias en areas como la VTA Yy laamigdala (159,740,741). En esta linea, la intervencion
de la grelina en la patogenia de la adiccion también esta relacionada con su implicacion en la
regulacion de aspectos emocionales al actuar sobre areas como el nucleo central de la amigdala
y dada su relacion bidireccional con el eje HPA, asi como su participacion en los procesos de
aprendizaje y memoria debido a su accién neurogénica en zonas como el hipocampo.
Precisamente, la grelina actia como reforzador de la conducta, mediando y facilitando los
efectos de aprendizaje que intervienen en el comportamiento adictivo (aprendizaje por
asociacion) (742-744). Algunos estudios en modelos animales y clinicos han vinculado la
estimulacion de la sefalizacion grelinérgica con tendencias impulsivas a nivel
multidimensional en forma de una mayor desinhibicion motora (impulsividad motora), toma
impulsiva de decisiones (impulsividad de eleccion) y mayor busqueda de novedad
(impulsividad rasgo) (733,745,746).

En adicciones a sustancias, distintas variantes genéticas en el gen del receptor GHSR y una
hiperactivacion grelinérgica se han visto relacionadas con una mayor impulsividad y
sensibilidad a la recompensa ante la exposicion a las sustancias, pero también durante su
discontinuacion cuando se experimenta craving (747,748). En esta linea, se han descrito
mayores niveles de grelina circulante en abstinencia a sustancias como alcohol y nicotina
(749,750), habiéndose asociado con el craving (751). Este hecho ha llevado a sugerir la
implicacion de la grelina en las conductas de busqueda de sustancias que contribuyen a
perpetuar el consumo y favorecen la recaida (752-758). Resulta interesante que, al igual que ha
ocurrido en los TCA y la obesidad (139), el sistema grelinérgico haya cobrado interés como

una potencial diana terapéutica en el campo de la adiccién (759). En este caso, también se ha
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evidenciado un efecto del consumo de sustancias como el alcohol y la nicotina sobre los niveles
de grelina circulantes en individuos adultos (760,761), que podria ocurrir ya desde la exposicion

temprana a sustancias como la nicotina en la fase intrauterina (761).

En el TJ, Sztainert et al. (762) llevaron a cabo un estudio experimental pionero en 101
individuos (37 mujeres, edad de la muestra comprendidas entre 17 y 68 afios), de los cuales 8
individuos cumplian criterios de TJ, 71 de juego problematico, 12 de juego social y 10 no
jugaban. En condiciones de ayuno nocturno o tras un desayuno eran sometidos bien a estimulos
de juego, o0 bien a un estimulo control y, posteriormente, se les permitia jugar. El craving por
lacomiday el juego se autorreport6 antes y después del sometimiento al estimulo y se realizaron
varias extracciones de sangre periférica para el analisis de la acil-grelina durante el
experimento. Estos autores describieron que, independientemente de si se estaba en condicion
de ayuno o saciedad, la exposicion al estimulo de juego aumentaba las concentraciones de
grelina circulante. Sin embargo, este hecho era especialmente marcado en aquellos individuos
en condiciones de ayuno nocturno. Asimismo, se observé que las concentraciones de grelina
pocos minutos después de la exposicion al estimulo de juego, pero antes de poder jugar,
constituian un factor predictor de la persistencia en la conducta de juego a pesar de las pérdidas.
En esta linea, la grelina tuvo significativamente mas valor como factor predictor que las
puntuaciones de craving autorreportadas. En su conjunto, los hallazgos descritos resultan
similares a los evidenciados en relacion con la exposicion a estimulos relacionados con otras
recompensas, como la comida o distintas sustancias (755,763). Ademas, en este estudio se
hipotetizd que la mayor sensibilizacion de la grelina al estimulo de juego en ayuno podia estar
precisamente mediada por un aumento del tono simpatico que aumentase la conciencia
interoceptiva de la exposicién al estimulo, a la par que la secrecion de grelina. En el reciente
estudio caso-control de Etxandi, Baenas et al. (160) se han descrito unas concentraciones
circulantes de grelina total en ayunas significativamente més elevadas en individuos con TJ (n
= 297, 93.6% varones) que en el grupo control (n = 79), habiendo controlado el efecto de las
variables sexo, edad e IMC. Este trabajo refuerza la hipdtesis de la hiperactividad grelinérgica
en el TJ (160) (ver Figura 4).

En los ultimos afos, el LEAP-2 ha despertado interés como una potencial diana terapéutica en
los procesos adictivos si se tiene en cuenta el efecto del antagonismo sobre el receptor GHSR
ya mencionado (764-767). De forma preliminar, el estudio de Voigt et al. (768) realizado en

una muestra poblacional no clinica sugiri6 la existencia de un vinculo entre el LEAP-2 y la
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impulsividad. Concretamente, estos autores observaron que mayores concentraciones
plasmaticas de LEAP-2 estaban asociadas a una mayor desinhibicion motora, mas
concretamente en relacién con la faceta de control atencional, evidenciandose tiempos de
reaccion mas rapidos en condiciones de ayuno frente a saciedad. Aunque, a priori, este hallazgo
parecia discrepante respecto de la relacion descrita entre la grelina y la impulsividad, se
concluyé que el LEAP-2 podia constituir un elemento de regulacion fina que, en conjuncion

con otros procesos, interviniese en la presencia de respuestas menos reflexivas.

A pesar de que se requieren futuros estudios que profundicen en el conocimiento que se tiene
sobre este factor, recientemente, el primer estudio conocido en TJ ha evidenciado unas
concentraciones circulantes significativamente menores en esta poblacion clinica cuando se
compara con la poblacion general. En este trabajo, ademas, menores concentraciones de LEAP-
2 resultaron ser predictoras de la presencia del TJ (160). En un estudio ulterior realizado solo
en individuos con TJ que exploré el vinculo entre el LEAP-2 y la gravedad del TJ se revelé que
mayores concentraciones circulantes de LEAP-2 predecian mayores distorsiones cognitivas lo
que, a su vez, aumentaba la probabilidad de padecer un trastorno clinicamente mas grave (769)

(ver Figura 4).

Globalmente, los resultados descritos hasta el momento sugieren que el sistema grelinérgico,
del que grelina es su méas conocido exponente, podria representar un sustrato neuroendocrino
comun en trastornos relacionados con la adiccién, con una influencia en aspectos como la
motivacion hacia el juego, las conductas de busqueda de recompensa, la pérdida de control y la

recaida, ademas de tener potenciales implicaciones terapéuticas.

Por otra parte, las adipocitoquinas también se han apuntados como factores interventores en la
patoplastia de los procesos adictivos (261,770). La actuacién de la leptina sobre el HL y la
presencia del LepR en el sistema limbico media su implicacion en el procesamiento de la
recompensa, ejerciendo una modulacion negativa sobre la sefializacion dopaminérgica
(261,771-773). Se ha apuntado que leptina interviene tanto en la respuesta psicobioldgica de
wanting como de liking (774). Resulta interesante que, en modelos animales, el balance
leptina/LepR en regiones cerebrales mesencefalicas incluida la VTA se haya asociado con la
regulacion de conductas relacionadas con la ansiedad, que podrian subyacer al comportamiento
de bdsqueda de recompensa (775). Concretamente, la infusion de leptina en la VTA se asocio

con una atenuacion de la conducta ansiosa, contrariamente al bloqueo del LepR (775). Estos

91



INTRODUCCION

hallazgos, junto con la amplia distribucién de receptores de adipocitoquinas en areas como
hipocampo y neocdrtex, han contribuido a sugerir la participacion de las adipocitoquinas en

procesos de regulacion del estrés y del afecto, ademas de en el rendimiento cognitivo.

Particularmente, se han atribuido propiedades ansioliticas y antidepresivas a la leptina
asociadas a la regulacion de la expresion y actividad del LepR, asi como a una atenuacion de la
actividad del eje HPA que, a su vez, va a estimular la produccion de esta hormona
(139,261,776,777). Asi, la sobreproduccién de leptina circulante inducida por estrés se ha
asociado con la presencia de sintomatologia ansiosa, que podria subyacer a una
desensibilizacion compensatoria del LepR (778). Estudios previos también han puesto de
manifiesto la existencia de un vinculo entre las concentraciones circulantes de las
adipocitoquinas y una pérdida de control sobre la conducta (261). En poblacion no clinica, se
ha descrito una asociacion entre mayores concentraciones de leptina, pero menores de
adiponectina, y mayores puntuaciones autorreportadas en FA e impulsividad rasgo
(261,779,780). En trastornos psiquiatricos como los TCA, mayores concentraciones de leptina

se han asociado con problemas en el control inhibitorio (776).

La literatura existente en adiccion a sustancias ha revelado una asociacion del craving y el
riesgo de recaida con las concentraciones plasmaticas de leptina (770,781-793) y adiponectina
(794,795), aunque existen inconsistencias a la hora de definir la direccionalidad de esta
asociacion. A pesar de la escasa disponibilidad de estudios en el TJ, no se han identificado
diferencias significativas en las concentraciones plasmaticas de leptina en ayunas respecto de
individuos controles sanos, ni una asociacion significativa de éstas con las puntuaciones
autoreportadas de craving en el grupo clinico (160,796). No obstante, el estudio de Etxandi et
al. (162) revelé que aquellos individuos con la doble condicion de TJ y FA tenian
concentraciones de leptina en ayunas significativamente mayores que aquellos que no
reportaban FA. Precisamente, en el grupo con ambas condiciones, mayores concentraciones de
leptina se asociaron con mayores puntuaciones autorreportadas en impulsividad rasgo y déficits
en el control inhibitorio, asi como con una menor flexibilidad cognitiva (162). Por otro lado, se
han descrito concentraciones de adiponectina circulante en ayunas significativamente menores
en individuos con TJ (160). Curiosamente, otro estudio reciente en esta poblacion clinica ha
descrito una asociacion directa entre menores concentraciones plasmaticas de adiponectinay la
gravedad clinica del TJ (769) (ver Figura 4).
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TRASTORNO DE JUEGO

A [ghrelinale —
A Persistencia en la conducta de juego

Grelina [ghrelina]e TJ > CS

V|LEAP-2]c = Presencia TJ

LEAP-2 [LEAP-2]c T] < CS
A[LEAP-2]c —»

ADistorsiones cognitivas — AGravedad TJ

[leptinale TJ = CS A[leptinalc TJ+FA —

Lo [leptinalc TJ+FA > TJ-FA Aimpulsividad rasgo y Wrendimiento cognitivo

Adiponectina [adiponectina]c TJ < CS Wladiponectinale — AGravedad TJ

Figura 4. Hallazgos relacionados con el sistema grelinérgico y las adipocitoquinas en el
trastorno de juego. Elaboracion propia. En la primera columna se especifica el nombre de las
diferentes hormonas estudiadas en el trastorno de juego. La segunda columna corresponde a los
hallazgos relativos a sus concentraciones plasmaticas en esta poblacién clinica respecto de
controles sanos. La ultima columna especifica las asociaciones evidenciadas entre las
concentraciones plasmaticas de las diferentes hormonas y variables clinicas y
neuropsicolégicas en poblacion con trastorno de juego.

Nota. [...]c, concentracion plasmatica; TJ, trastorno de juego; CS, controles sanos; FA, food addiction; Y, menor
o peor;, A, mayor.

2.5.3. Sustratos neuropsicoldgicos

La afectacion del control cognitivo representa un proceso clave en el TJ, habiéndose visto
implicados diferentes dominios cognitivos en el desarrollo y la fenomenologia clinica del
trastorno (383,484,797). Globalmente, los individuos con TJ se caracterizan por un peor
rendimiento neuropsicolégico en comparacion con la poblacién general (451). Concretamente,
distintos estudios han propuesto que el deterioro de las funciones ejecutivas, como la
planificacion y toma de decisiones, la flexibilidad cognitiva, el control inhibitorio o la memoria
de trabajo podrian subyacer a las tendencias impulsivas y compulsivas caracteristicas del TJ
(444,451,466,529,798,799).

En este sentido, se han descrito déficits atencionales en los individuos con TJ que, sin embargo,
muestran una atencion selectiva hacia estimulos relacionados con el juego de apuesta. Estos
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individuos van a tener dificultades a la hora de discernir entre estimulos relevantes e irrelevantes
y, por ende, para controlar la conducta de juego y poner en marcha respuestas conductuales
orientadas hacia la consecucion de otros objetivos (484). También se ha reportado una menor
flexibilidad cognitiva, mostrando mayores dificultades a la hora de modificar su conducta en
base a los cambios en los requerimientos ambientales y buscar estrategias alternativas y
adaptativas frente a los problemas (800,801). En este punto, algunos autores han defendido la
existencia de una forma especifica de afectacion de la flexibilidad cognitiva ligada a la
recompensa (802). Asi, el individuo experimentaria dificultad en la realizacion de cambios de
conducta cuando se modifican las contingencias relacionadas con el juego, lo que impediria una
toma de decisiones Optima. Este constructo estaria intimamente asociado a las nociones sobre
una toma de decisiones disfuncional basada en contingencias (803) y en la sensibilidad a la
recompensa en el TJ (804). Precisamente, la dificultad a la hora de tomar decisiones ponderadas
en funcion del balance riesgo/beneficio y la merma en la capacidad de memoria de trabajo son
otros de los aspectos cognitivos tipicamente asociados al TJ (464,465,468,805,806). Asimismo,
estos individuos van a presentar una mayor dificultad para inhibir el inicio y la interrupcion de

respuestas conductuales impulsivas y automaticas inapropiadas para el contexto.

Diferentes factores parecen influir en el control cognitivo en los individuos con TJ, como la
edad, el sexo, el nivel educativo, la inteligencia estimada, los procesos de impulsividad y
compulsividad, asi como la regulacién emocional, el estrés y el afecto (399,462,484,807-809).
El perfil neuropsicoldgico también se ha asociado con la preferencia por una determinada
tipologia de juego. En otras palabras, dentro de esta poblacion clinica, un mejor rendimiento
neuropsicolégico se ha relacionado con la preferencia por el juego de tipo estratégico, que se

considera mas demandante desde el punto de vista cognitivo (303,355,810,811).

Se ha sugerido que, si bien algunos déficits cognitivos podrian representar factores de riesgo
para el TJ, otros podrian ser consecuencia de la conducta recurrente de juego (335,812). En
cualquier caso, las alteraciones neuropsicoldgicas descritas se han propuesto como factores
contribuyentes al mantenimiento y a la gravedad del TJ (335,797-799,813,814). Asi, por
ejemplo, se ha descrito una asociacién entre un mejor rendimiento cognitivo y una mayor
gravedad del TJ en jovenes, mientras que un peor rendimiento cognitivo se relacionaria con una
mayor gravedad del trastorno en adultos mayores (369). Ademas, existe una evidencia creciente

acerca de su influencia sobre la respuesta al tratamiento y la recaida (450,803,806,815). A modo
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de ejemplo, se ha evidenciado la asociacion entre una peor flexibilidad cognitiva y un mayor

riesgo de abandono del tratamiento y de recaida (450).

Por ultimo, se han identificado subtipos de TJ con implicaciones clinicas distintivas en funcion
del rendimiento neuropsicoldgico. Concretamente, el estudio de Mallorqui-Bagué, Tolosa-Sola
et al. (444) definio la existencia de dos clusteres, con un bajo y alto nivel de empeoramiento de
funciones ejecutivas, en poblacion clinica con TJ. El segundo subtipo estaba caracterizado por
una mayor edad cronoldgica y de inicio del trastorno, mayor tasa de desempleo, asi como
mayores niveles de psicopatologia general y una estructura de personalidad més disfuncional
(mayor evitacion al dafio y menor autodireccion) (444). Este estudio no report6 diferencias

significativas en la gravedad del trastorno entre los grupos (444).
3. TRASTORNOS DE LA CONDUCTA ALIMENTARIA

Los TCA engloban un conjunto de trastornos mentales definidos por una alteracion de la
conducta de la ingesta alimentaria y/o por la presencia de conductas desadaptadas encaminadas
al control del peso corporal (816). Estos trastornos se caracterizan por una desmesurada
preocupacion por el peso y la imagen corporal y suponen un impacto negativo para el
funcionamiento psicosocial del individuo y su salud fisica (817-819). Los TCA son
reconocidos como una categoria diagndstica independiente en la CIE-9 (820) y el DSM-1V
(821). Actualmente, el DSM-5 (y el DSM-5-TR) incluye en el apartado de “Trastornos de la
conducta alimentaria y de la ingesta de alimentos” nueve condiciones clinicas, entre las que se

encuentran la AN, la bulimia nerviosa (BN) y el trastorno por atracon (TA) (291,294).

La AN conlleva la presencia de una conducta persistente de evitacion de la ingesta alimentaria
en forma de restriccion energética, asociada a una preocupacion excesiva por la dieta, el peso
y la figura. Los individuos con AN experimentan un miedo intenso a la ganancia ponderal, con
una busqueda incesante de la delgadez modulada, en algunos casos y/o momentos del trastorno,
por la presencia de distorsiones de la imagen corporal. Asi, este trastorno se define por un peso
corporal significativamente bajo “basado en la edad, el sexo, la trayectoria del desarrollo y la
salud fisica” (291). EI DSM-5 elimina el criterio diagndstico de amenorrea, presente en
ediciones previas, y distingue dos subtipos de AN. La AN subtipo restrictiva (AN-R), que se
caracteriza por una pérdida ponderal debida, sobre todo, a la restriccion, al ayuno y/o a la

hiperactividad fisica. Mientras que en la AN subtipo atracones-purgas (AN-AP) existen
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episodios de atracones y/o purgas en forma de vomitos autoinducidos o abuso de productos
purgativos como laxantes, enemas y diuréticos, durante al menos los Gltimos tres meses (291).
El DSM-5 establece un especificador de gravedad para la AN basado en el IMC. Asi, se
distingue: AN leve (IMC> 17 kg/m?); moderada (IMC entre 16 y 16,99 kg/m?); grave (IMC
entre 15 y 15,99 kg/m?) y extrema (IMC< 15 kg/m?) (291).

La BN se define por la presencia recurrente de episodios de atracon y conductas compensatorias
inadecuadas con la finalidad de controlar el peso, ya sea en forma de ayuno, hiperactividad
fisica, vomitos autoinducidos y/o abuso de productos purgativos. La conducta de atracon se
define por la ingesta de una ingente cantidad de comida en un breve periodo tiempo, estimado
en dos horas, con sensacion de pérdida de control sobre el consumo de comida (291). En la BN
también existe una preocupacion sobrevalorada por la imagen corporal y el peso. EI DSM
establece como criterio temporal una frecuencia promedio de un episodio de atracdn y conducta
purgativa a la semana durante un periodo minimo de tres meses consecutivos. En el caso de la
BN, se establece como especificador de gravedad la frecuencia de los comportamientos
compensatorios: BN leve (se produce entre 1 y 3 episodios por semana); BN moderada (entre
4y 7 por semana); BN grave (entre 8 y 13 por semana) y BN extrema (14 0 mas por semana)
(291).

El TA se caracteriza por episodios de atracon recurrentes que no se acompafan de conductas
compensatorias. El episodio de atracdn se asocia con una sensacion de pérdida de control sobre
la ingesta, pudiendo persistir el consumo de comida hasta sentir una sensacion desagradable de
plenitud y a pesar de no experimentar sensacion de hambre. Asimismo, estd ligado a
sentimientos de culpa, vergiienza y arrepentimiento, asociando un intenso malestar emocional.
La décima edicion de la CIE (CIE-10) y el DSM-5 reconocen por primera vez el TA como una
categoria diagndstica con entidad propia, que con anterioridad formaba parte de los TCA no
especificados (291,822). En el DSM-5, el especificador de gravedad del TA se define de
acuerdo con la frecuencia de atracones: TA leve (entre 1 y 3 episodios por semana); TA
moderado (entre 4 y 7 por semana); TA grave (entre 8 y 13 por semana) y TA extremo (14 o

mas episodios por semana) (291).

Desde una perspectiva dimensional, algunos autores reconocen a la BN y al TA bajo el paraguas
del espectro de trastornos relacionados con la conducta de atracén (823-826), caracterizados

por la presencia de episodios de atracon recurrentes y otros factores comunes a nivel clinico,
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determinados rasgos de personalidad, aspectos neuropsicolégicos y comorbilidades, entre las
que destaca la obesidad (823,827,828).

La CIE-11 define la obesidad como una enfermedad crénica compleja caracterizada por una
adiposidad excesiva, sindbnimo de un balance energético positivo, que entrafiaria un perjuicio
para la salud (295). EI IMC constituye un marcador indirecto de esta adiposidad, a pesar de
estar sujeta a una gran variabilidad interindividual en funcion de factores como el sexo, la edad,
0 aspectos étnicos. La OMS define la obesidad en adultos en base al IMC, atendiendo a un valor
igual o superior a 30 kg/m? y distinguiendo subtipos de obesidad: obesidad clase | (IMC 30-
34.9 kg/m2); clase Il (IMC 35-39.9 kg/m?); y clase III (IMC> 40 kg/m?) (829).

Ciertamente, la obesidad no se identifica como un trastorno del campo de la salud mental ni,
por ende, como un TCA (829). No obstante, ambas entidades representan condiciones clinicas
caracterizadas por conductas alimentarias poco saludables y una alteracion de la adiposidad
corporal, del metabolismo y de los patrones nutricionales (malnutricién), comportando un
detrimento para salud que se amplifica cuando aparecen de forma comorbida (830). A
diferencia de la situacion de infrapeso que define a la AN, la BN y el TA se acompafian de un
estado ponderal de normopeso (IMC 18.5-24.9 kg/m?), si bien existe una no desdefiable
desregulacion ponderal en forma de sobrepeso y obesidad (262,816,831). De hecho, la
presencia de obesidad a lo largo de la vida consecuente a la psicopatologia alimentaria se
observa mayoritariamente en el espectro de trastornos relacionados con la conducta de atracon,
siendo descritos los episodios de atracon como un factor de vulnerabilidad para su aparicion
(262,831,832). En este sentido, la prevalencia de obesidad en el espectro varia entre el 30% y
el 90%, siendo especialmente elevada entre las personas con un TA (832,833). Asimismo, la
obesidad también se ha identificado como un factor de riesgo en el desarrollo de un TCA
(831,834), siendo el TA el TCA mas frecuente en personas con obesidad, seguido de la BN
(835).
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Todo ello, podria ser sugestivo de la existencia de factores de vulnerabilidad compartidos entre
estas entidades, incluidos factores biologicos como la susceptibilidad conductual a la
desregulacién del apetito y factores psicologicos como la preocupacién por la imagen corporal
(262,831,832). Asi, desde una perspectiva dimensional, los TCA junto con la obesidad
(asociada y no aun TCA) pueden entenderse a lo largo de un continuum de condiciones clinicas
extremas de peso y alimentacion, en el que la AN y la obesidad se sitian en extremos opuestos
(832,836) (ver Figura 5). Esta conceptualizacion permite integrar la identificacion y el estudio

de factores comunes y distintivos en las diferentes entidades (837).

0 Obesidad
‘ IMC > 30 Kg/m?

Condiciones clinicas
extremas de peso y
alimentacion

Anorexi: TCA con sobrepeso ¥ obesidad

TCA

Espectro de trastornos
relacionados con la
conducta de atracon

Atracon

Figura 5. Trastornos de la conducta alimentaria y obesidad desde la perspectiva dimensional.
Elaboracion propia.

Nota. IMC, indice de masa corporal (Kg/m?); TCA, trastorno de la conducta alimentaria.

3.1. Epidemiologia y curso

A pesar de que los TCA son considerados un importante problema de salud publica (838), son
trastornos infradiagnosticados e infratratados (839). A lo largo de esta década, la prevalencia
de TCA ha mostrado una tendencia ascendente progresiva a nivel mundial (840,841),
representando la pandemia por Covid-19 un punto de inflexion significativo en los ultimos afios
(842,843). Un reciente estudio de revision sistematica y metaanalisis describe una elevada
prevalencia mundial de TCA de en torno al 0.9% a lo largo de la vida y del 0.4% anual, siendo
mayor en paises occidentales (1.9%) y en mujeres (2.6%) (840,844). En el continente europeo,
la prevalencia media estimada de TCA se cifra alrededor del 2% (841). No obstante, se esta
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evidenciando un aumento progresivo de estos trastornos en paises no occidentales (842,845),
lo que subraya el hecho de que los TCA son patologias con una distribucion a nivel mundial.
Asimismo, si bien se ha descrito que los TCA afectan a ambos sexos y a los diferentes grupos
de edad, estos trastornos psiquiatricos han sido tipicamente asociados a la poblacion femenina,
sobre todo, en etapas tempranas de la vida como son la adolescencia y la juventud (816,845).

Al analizar los diferentes TCA, la prevalencia a lo largo de la vida del TA (1.5%, hasta casi un
2% en mujeres y un 0.7% en varones) es superior a la de los otros trastornos, estimandose a su
vez, una prevalencia de BN a lo largo de la vida (0.6%, hasta un 5% en mujeres y alrededor de
un 1% en varones) unas cuatro veces superior a la de AN (0.2%, hasta un 4% en mujeres y un
0.3% en varones) (262,840,841). Las modificaciones de los criterios diagndsticos que
contempla el DSM-5 respecto a ediciones previas se han asociado a un aumento de la
prevalencia del diagnostico de AN y BN, si bien los resultados relativos al TA son mixtos
(840,846,847).

La AN suele debutar a edades mas tempranas que la BN y el TA, en una franja de edad que se
sitla mayoritariamente entre los 10 y los 29 afios (816). Aunque las tasas de incidencia de AN
en el ambito de la atencion ambulatoria parece que han tendido a mantenerse estables a lo largo
de las ultimas décadas (848,849), si destaca un aumento del nimero de casos en edad
adolescente (<15 afios) (849), lo que algunos autores han sugerido como indicativo de una
reduccién de la edad de inicio del trastorno (850). Este hecho pone sobre aviso acerca de la
importancia de la identificacion de factores de riesgo y la deteccion precoz de grupos de
vulnerabilidad (849,851,852). En la etapa adulta, el perfil clinico predominante esta mas
relacionado con el espectro de trastornos relacionados con la conducta de atracén, atenuandose
las diferencias entre sexos (853). La BN tiene un pico de incidencia inferior a la treintena, si
bien la edad de debut suele ser algo mayor que en la AN, situandose entre los 15-29 afios. A
diferencia de la AN, se ha reportado una reduccién de la incidencia de BN, mientras que se
habria incrementado la del TA (845). En varones, a pesar de que la estigmatizacion masculina
del TCA podria infraestimar su presencia en este colectivo, también se ha referido un aumento

de la prevalencia e incidencia de los TCA, sobre todo, del TA (854).

El curso clinico de los TCA estd sometido a cierto dinamismo, habiéndose descrito la
posibilidad de evolucidn a otro tipo de TCA del que inicialmente se padecia. Este hecho se ha

reportado mas frecuentemente en casos de AN y TA que derivan en BN, lo que refuerza la
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existencia de un solapamiento parcial de los factores de riesgo y mantenimiento entre los
diferentes TCA y la propuesta del modelo dimensional en estos trastornos (838,855,856).
Asimismo, el curso clinico de los TCA se ha descrito como progresivo y tendente a la
cronicidad (857). Aproximadamente, entre uno y dos tercios de los individuos con un TCA
reportan un trastorno persistente (816,858). Sin embargo, s6lo una minoria realiza una busqueda
activa de tratamiento (en torno al 20% de los casos), mayoritariamente mujeres. Se ha descrito
una menor duracion de la enfermedad hasta el momento de la busqueda de tratamiento en los
casos de AN, sobre todo, en poblacién infanto-juvenil (262,816). Este hecho es importante, ya
que se ha establecido una influencia bidireccional entre la duracién del trastorno y la respuesta
al tratamiento, lo que podria repercutir negativamente en la remision clinica y favorecer la

recaida en las conductas propias del TCA, asi como su cronificacion (858).

Todo ello enlaza con el detrimento funcional y de la calidad de vida descrito en los individuos
que padecen un TCA (838,854,856). En esta linea, los TCA entrafian una elevada
morbimortalidad que se considera, a su vez, un factor condicionante de la gravedad de estos
trastornos (845,856). La AN se ha descrito como el trastorno psiquiatrico con mayor mortalidad
anual (5%), reportandose las mayores tasas de mortalidad en TCA en aquellas personas con AN
en régimen de hospitalizacion (845,854,859). Algunos estudios también han apuntado un
posible mayor riesgo de mortalidad asociada al TCA en varones, si bien los resultados son

inconclusos (845).

Una parte significativa de la morbimortalidad de estos trastornos esta asociada a la existencia
de complicaciones medicas agudas Yy subagudas, con repercusion multisistémica
(cardiovasculares, gastrointestinales, inmunologicas, metabdlicas, etc.), derivadas del estado de
malnutricion, los cambios ponderales y las conductas purgativas (817,819,860). Estas
complicaciones también se integran como parte del fenotipo de los TCA y es importante resaltar
que la psicopatologia alimentaria puede conllevar implicaciones sométicas y psicolégicas a
largo plazo. Por ejemplo, en pacientes con antecedente de TCA, se ha reportado una mayor
repercusion en la esfera cognitiva y afectiva, asi como un mayor numero de factores de riesgo

metabolico como la obesidad, en fases avanzadas de la vida (55-70 afios) (861).

Precisamente, la obesidad, que ha sido descrita como una epidemia mundial, esta ligada a una
importante merma en la calidad de vida y en la productividad de las personas que la padecen

(862,863). Esta entidad afecta a ambos sexos y a todos los grupos de edad (864), habiéndose
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reportado una mayor prevalencia en paises con un mayor desarrollo econémico, sobre todo, en
grupos minoritarios y con un bajo estatus socioecondémico de paises occidentales (864). La
Federacion Mundial de la Obesidad prevé un incremento de su prevalencia mundial en los
préximos afios (del 14% en 2020 al 24% en 2035) (863), siendo Ilamativo el aumento que esta
experimentando en paises con un menor desarrollo econdmico y en la poblacion infanto-juvenil
(864). Esta condicion comporta una elevada morbimortalidad (865) y constituye la antesala de
maultiples complicaciones médicas y condiciones patoldgicas somaticas (como diabetes
mellitus, enfermedad cardiovascular, sindrome metaboélico, cancer...) y psiquiatricas, pudiendo
representar un factor de riesgo adicional de complicaciones cuando se presenta de manera
comorbida a un TCA (262,834,866-868). Todo ello se va a traducir en un gran impacto
sociosanitario derivado no sélo del tratamiento de los TCA, sino también de consecuencias a
corto y largo plazo como la obesidad (863). Precisamente, ambos trastornos conllevan ademés
un elevado coste psicosocial, que se refleja en aspectos como una baja autoestima, la

estigmatizacion y la discriminacion en funcion del peso (869-874).

3.2. Etiopatogenia y perfiles clinicos

Los mecanismos subyacentes a la psicopatologia alimentaria son objeto de investigacion y de
interés significativo. Como en la mayoria de los trastornos mentales, se ha apuntado una
compleja interaccion entre factores bioldgicos y ambientales, ya desde periodos cruciales del
desarrollo, que participaria en la predisposicion, la aparicion y la perpetuacion de los TCA.
Resulta interesante el hecho de que algunas de las alteraciones identificadas también pueden
explicarse en cierta medida por el impacto de la fenomenologia clinica del TCA, como se ha
planteado con algunas alteraciones neurobiologicas (neuroanatdmicas y funcionales,
neuropsicoldgicas, neuroendocrina, etc.) y psicoldgicas (uso de estrategias de afrontamiento

emocional y distorsiones cognitivas, entre otras) (816,875-878).

La evolucion de los diferentes trastornos esta sujeta a la heterogeneidad de estos trastornos y
permite distinguir trayectorias y subtipos en los que la confluencia de algunos de estos factores
va a influir sobre aspectos como la gravedad, el pronostico y la respuesta al tratamiento
(433,868,879-881). A modo de ejemplo, se ha descrito que la confluencia de TCA y obesidad
representa un subtipo de pacientes con un peor pronostico, existiendo una mayor complejidad
y gravedad psicopatoldgica, asi como una respuesta mas limitada al tratamiento especifico de

la psicopatologia alimentaria (837,868). Mas alla de la homeostasis metabolica, se han
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identificado disfunciones en el procesamiento cognitivo, emocional y motivacional que
influyen en las conductas de ingesta y el desequilibrio ponderal asociados a la obesidad,
delineando la naturaleza también heterogénea de esta patologia (882). En este contexto, un
reciente estudio ha detectado la existencia de dos fenotipos psicoldgicos y comportamentales
(resiliente/altamente funcional y emocionalmente desregulado/descontrolado) en las personas
con obesidad. El subtipo menos funcional se caracterizd por una mayor psicopatologia afectiva
y alimentaria, existiendo una mayor prevalencia no solo de TCA tipo TA, sino de otros

trastornos psiquiatricos relacionados con la impulsividad como el TDAH (883).

Asi, la concepcidn de estos trastornos bajo un prisma biopsicosocial puede favorecer el estudio
y el reconocimiento de potenciales factores contribuyentes que garantice un enfoque integral
mas efectivo de estas patologias complejas y multifactoriales (875). Desde esta perspectiva, la
aparicion, pero también el aumento en las tasas de TCA y obesidad podria estar vehiculizado
por la interaccion entre diferentes factores, algunos de los cuales pueden ser comunes a ambas
patologias (837): a) socioambientales, como el cambio en los patrones alimentarios (estilo
dietético; disponibilidad, accesibilidad o preferencia dietética hacia alimentos méas caldricos,
palatables y procesados; inseguridad relacionada con la disponibilidad de comida, etc.) y de la
actividad fisica (menores niveles de actividad fisica y adopcion de un estilo de vida mas
sedentario, dedicacion a deportes atléticos y a aquellos que tienen en cuenta el peso, etc.), la
toma de medicamentos, aspectos socioeconomicos y regulatorios (relativos al suministro y
comercializacion de alimentos o a la falta de recursos sanitarios encaminados al control
ponderal y la psicoeducacion poblacional), el ideal de belleza y los canones estéticos
predominantes; b) factores psicologicos (rasgos de personalidad, manejo del estrés, regulacion
emocional y estrategias de afrontamiento, etc.); y c¢) factores neurobioldgicos (genéticos,
neuroendocrinos, neuropsicoldgicos, sistema inmune e inflamacién, microbiota, etc.)
(864,884-887). En este sentido, resulta relevante la incorporacion del analisis de la dimensién
neurobiologica, ya que podria contribuir a seleccionar intervenciones psicologicas o
farmacologicas disefiadas para abordar los procesos biolégicos implicados en la aparicion y
persistencia de los sintomas relacionados con la ingesta y el estado ponderal, en lugar de basarse

Unicamente en enfoques categoricos.
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3.3. Factores psicosociales implicados en la etiopatogenia, fenomenologia clinica y
curso

3.3.1. Factores socioambientales

Ademas de la influencia de aspectos sociodemograficos como el sexo y la edad que se han
desarrollado en apartados anteriores, se han descrito diferentes elementos socioambientales
como potenciales factores contribuyentes en la patogenia de los TCA (816). Es el caso de las
relaciones y estilos familiares (perfeccionismo, criticas parentales en general y sobre la imagen
y el peso en particular, la presencia de conductas alimentarias anémalas, hacer dietas, el
antecedente de patologia psiquiatrica, separacion, etc.), asi como del estilo de ingesta en la
infancia (888-893). En esta linea, el excesivo control y preocupacion sobre la alimentacion y
el estado ponderal son algunos ejemplos de factores conductuales asociados al riesgo de
desarrollo de un TCA. Asimismo, la historia de obesidad familiar y el antecedente de obesidad
infantil constituyen factores de riesgo de un TCA, al igual que el antecedente familiar de TCA
del espectro de trastornos relacionados con la conduta de atracén lo es de obesidad en la vida
adulta (837). Fuera del contexto familiar e individual, la dindmica social y el grupo de iguales
(estrés social, acoso escolar, actitud frente a laimagen y a la alimentacion, actividades de riesgo,
bajo apoyo social percibido, etc.), asi como los medios de comunicacion (opinion de expertos
o figuras de autoridad, exaltacion de determinados patrones de belleza y salud, etc.) también se
consideran aspectos influyentes en el continuum de condiciones clinicas extremas de peso y
alimentacion (888,892). Dentro de este ambito, ciertamente, la tendencia social y cultural
contemporanea de considerar la delgadez como una situacién ideal de éxito, aceptacion y salud,
sobre todo en sociedades occidentales industrializadas, se manifiesta como un potencial factor
de riesgo. Asimismo, la presencia de estresores vitales y la exposicion a eventos traumaticos,
sobre todo en etapas tempranas del desarrollo, se han apuntado como posibles factores de
vulnerabilidad que pueden modular aspectos psicosociales asociados a estos trastornos
(816,837).

3.3.2. Factores psicoldgicos
Personalidad
En las personas con TCA se han identificado rasgos de personalidad disfuncionales como un

elevado neuroticismo y evitacion al dafio, frente a una baja autodireccion y cooperatividad

(894). De manera mas especifica, rasgos como una elevada persistencia, dependencia a la
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recompensa, rigidez y perfeccionismo, pero una baja bisqueda de sensaciones y tolerancia a la
incertidumbre forman parte del esquema de personalidad tipicamente asociado a la AN, sobre
todo, al subtipo restrictivo (895). Por otro lado, en el espectro de trastornos relacionados con la
conducta de atracon predominan rasgos de personalidad impulsivos como una elevada
busqueda de sensaciones y urgencia negativa y positiva, pero una baja premeditacion y
perseverancia (455,896). Algunos rasgos como la elevada evitacion al dafio, la baja
autodireccion y la persistencia también caracterizan a aquellas personas con TCA y obesidad
frente a los individuos con obesidad sin TCA, aunque ambos podrian compartir una elevada
urgencia negativa (897,898). Independientemente del tipo de TCA, la estructura de
personalidad se ha descrito como un factor predictor de la gravedad y la respuesta al tratamiento

en esta poblacion clinica (899,900).

Requlacién emocional

La regulacion de las emociones representa un factor nuclear en la patogenia de los TCA, estando
asociada su alteracion tanto con el inicio como con el mantenimiento de estos (901,902). En las
personas con TCA, la desregulacién emocional se manifiesta en aspectos como una mayor
dificultad a la hora de reconocer y expresar emociones, una reducida mentalizacién o una mayor
evitacion emocional frente a la poblacion general (903,904), habiendo sido descrita como un
factor transdiagndstico presente en los diferentes TCA (902). En esta linea, se ha propuesto que
la conducta restrictiva o los episodios de atracon podrian constituir una forma de aliviar estados
emocionales desagradables en estas personas (905,906). Precisamente, sumado a factores como
un elevado nivel de impulsividad, el denominado “comer emocional” podria erigirse como una
estrategia de regulacion emocional desadaptativa en el que la ingesta de ciertos alimentos (sobre
todo, de alto contenido calérico y altamente palatables) tiene como finalidad lidiar con el estrés
y estados emocionales no placenteros (soledad, apatia, ansiedad, aburrimiento, etc.). Este
proceso puede resultar clave en la ingesta excesiva, la ganancia ponderal y el mantenimiento
de la obesidad en personas con un TCA dentro del espectro de los trastornos relacionados con
la conducta de atracén (907,908). En este sentido, el comer emocional no sélo se ha identificado
como un factor de riesgo de obesidad, sino que las personas con obesidad suelen reflejar una
menor efectividad a la hora de afrontar estados emocionales indeseables lo que, a su vez, podria
favorecer el comer emocional (909,910). Por ultimo, una mayor desregulacion emocional se ha

asociado a una mayor gravedad del TCA y a una peor respuesta al tratamiento (911).
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Psicopatologia general

La presencia de psicopatologia relacionada con sintomatologia ansiosa, afectiva u obsesiva es
frecuente en las personas que padecen un TCA, pudiendo anteceder y/o aparecer en el devenir
del curso del trastorno como consecuencia de una conducta alimentaria disfuncional.
Asimismo, se ha descrito la comorbilidad con otros trastornos mentales, especialmente en el
espectro de los trastornos relacionados con la conducta de atracon (262,848). En esta linea, la
presencia de un trastorno mental aumenta la vulnerabilidad para el desarrollo de un TCA (262)
y su coexistencia ha demostrado influir negativamente sobre la gravedad del TCA 'y la respuesta
al tratamiento (912,913), constituyendo condiciones como el suicidio una de las principales

causas de mortalidad en estos pacientes (859,914).

Al margen de los trastornos afectivos (sobre todo, depresion) y relacionados con la ansiedad,
destaca un frecuente solapamiento compartido de la BN y el TA con la psicopatologia de la
esfera impulsiva, como sintomas del TDAH, trastornos del control de impulsos (cleptomania,
trastorno explosivo intermitente, compra compulsiva...), autolesiones y rasgos/trastornos de
personalidad de cluster By C (262,816,915-918). Asimismo, es prevalente el uso de sustancias
y la presencia de otras conductas potencialmente adictivas relacionadas con la ingesta
alimentaria, sobre todo, de alimentos altamente palatables y caloricos (FA) (816,880,919,920).
Asi, se ha descrito una prevalencia del 60-80% de FA en los TCA, con un predominio en
personas con BN y TA. En este sentido, se ha evidenciado que aquellos pacientes con TCA en
los que confluye una mayor desregulacion emocional, psicopatologia general y urgencia
negativa, asi como una menor autodireccion tienen un mayor riesgo de desarrollar patrones de
ingesta adictivos (921-923). La identificacion de este perfil refuerza nuevamente la existencia
de un enlace entre las emociones y la ingesta excesiva de alimentos. De hecho, la presencia de
FA ha sido asociada con una mayor psicopatologia general y alimentaria, asi como con una
mayor ganancia ponderal (880). En los TCA, este aspecto no s6lo va a predecir una mayor
gravedad, sino también un peor pronéstico en términos de respuesta al tratamiento (924).
Asimismo, se ha propuesto un vinculo con la obesidad (925,926), siendo la prevalencia de FA

mayor que en la poblacion general (15-25% de los casos) (927).
3.3.3. Distorsiones cognitivas

La presencia de distorsiones cognitivas relativas a la imagen corporal y al peso forma

habitualmente parte de la fenomenologia clinica de los TCA, reportando una excesiva
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preocupacion e insatisfaccidon con su imagen y peso, deseos de delgadez y miedo a la ganancia
ponderal. Estos esquemas cognitivos disfuncionales se encuentran asociados a las conductas
alimentarias desadaptativas y compensatorias encaminadas al control sobre la ingesta y el
estado ponderal, asi como a un mayor distrés emocional y peor pronéstico (881,928). Su
existencia resulta critica en etapas prepuberales cruciales para el desarrollo que representan un
periodo de vulnerabilidad, sobre todo en la poblacion femenina por el incremento de la
adiposidad (929). En el contexto de la obesidad, la presencia de insatisfaccion corporal podria
contribuir a exacerbar patrones alimentarios poco adaptativos (por ejemplo, restriccion
compensatoria, picoteo) y/o el desarrollo de un TCA (837). Ciertamente, estas cogniciones se
ven acrecentadas en presencia del binomio TCA-obesidad que, sumadas a otros factores
psicoldgicos como una baja autoestima, podrian mediar estados emocionales indeseables y el

incremento de los episodios de atracdn (837).
3.3.4. Impulsividad y compulsividad

Se ha descrito una asociacion predominante entre mayores niveles de impulsividad y el espectro
de trastornos relacionados con la conducta de atracén. La impulsividad subyace a la sensacion
de pérdida de control caracteristicos de los episodios de atracon y se ha asociado con una mayor
gravedad de la psicopatologia alimentaria, asi como a mayores niveles de psicopatologia
general y una peor respuesta al tratamiento (916,930-932). Ademéas de una estructura de
personalidad en la que predominan los rasgos impulsivos, en estos trastornos se han evidenciado
alteraciones neuropsicoldgicas que denotan una mayor impulsividad cognitiva. Asi, aunque la
presencia de un TCA se ha asociado a una dificultad en la toma de decisiones y en el control
inhibitorio (933-937), son las personas con trastornos como la BN y el TA las que muestran
una clara preferencia por recompensas inmediatas y un peor control inhibitorio (938-940). Una
mayor impulsividad asociada a dimensiones como un peor control inhibitorio también se ha
descrito como un factor de riesgo en el caso de la obesidad (941,942). En la AN, el control
excesivo sobre la ingesta y el peso mediados por la restriccion alimentaria y la hiperactividad
fisica se han asociado con un elevado componente compulsivo (943). En los TCA, este
componente suele mediar a nivel cognitivo en la dificultad para modificar hbitos alimentarios
disfuncionales, asi como en la pérdida progresiva del control sobre la conducta alimentaria
(906,943,944).
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3.4. Neurobiologia de los trastornos de la conducta alimentaria

La heredabilidad estimada de los TCA varia segun los estudios y el tipo de trastorno entre el
30% y el 70% (875,945), habiéndose propuesto un modelo de herencia complejo y un patrén
de agregacion familiar vehiculizado por factores genéticos y ambientales compartidos (875).
Este patrdn parece extenderse también a la condicién de obesidad, si bien se han descrito casos
de obesidad monogénica ligados a determinados sindromes (882,946). En general, la obesidad
cuenta con una elevada heredabilidad (70-80%) y se ha sugerido cierto solapamiento a nivel
genético con los TCA (837,947).

Los aspectos genéticos mas ampliamente investigados en los TCA estan relacionados con los
sustratos neuroquimicos que se han implicado de forma directa o indirecta en la regulacion
fisiolégica de la ingesta: a) sistemas neurotransmisores y neuroendocrinos reguladores de la
ingesta y la homeostasis energética como el dopaminérgico, el opioide, el serotoninérgico, el
glutamatérgico, el sistema eCB, las hormonas gastricas y las adipocitoquinas; b) la familia de
las neurotrofinas, cuyos hallazgos en TCA han sido descritos en capitulos previos; c¢) otros

sistemas neuroendocrinos, el sistema inmune y la respuesta inflamatoria (875,948,949).

En los dltimos afios, los estudios epigenéticos, de gendmica nutricional (nutrigenética y
nutrigenomica) y relativos a la microbiota representan lineas de investigacion biologica de
creciente interés en los TCA (875). En esta linea, la alteracion del microbioma se ha propuesto
como un potencial factor implicado en la patogenia de los TCA, existiendo una influencia
bidireccional con procesos neuropsicobioldgicos, metabdlicos e inmunoldgicos (eje
microbiota-gastro-vago-cerebral) (950-952). Curiosamente, se ha sugerido que una compleja
interrelacion entre la disbiosis, el estado proinflamatorio, la respuesta autoinmune y distintas
alteraciones neuroquimicas (alteracion en la disponibilidad de elementos como el triptéfano;
produccion de acidos grasos de cadena corta y productos del metabolismo oxidativo, etc.) con
procesos cognitivos y emocionales podria participar en la patogenia y el curso de entidades
como los TCA 'y la obesidad (139,882,883,953-955).

En esta linea, los estudios de neuroimagen en TCA, y como parte del continuum de condiciones
clinicas extremas de peso y alimentacion, han identificado anomalias anatomico-funcionales en
areas implicadas en el circuito cerebral homeostatico y heddnico reguladores de la ingesta,
como el NE y la PFC (956-960). Entre otros hallazgos, se ha apuntado la existencia de una

hiperactividad en areas relacionadas con el circuito de la recompensa que podria mediar una
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mayor sensibilidad a estimulos relacionados con alimentos en el espectro de trastornos
relacionados con la conducta de atracon, que también se extrapolaria a la obesidad (837). Sin
embargo, en la AN la hipoactividad frente a estos estimulos contrasta con la hiperactivacion de
areas como el NE frente a la exposicion a estimulos ligados al infrapeso, lo que podria contribuir
a mantener la evitacion a la ingesta y las distorsiones cognitivas anorexigénicas (961-963).
Asimismo, una hipoactividad disfuncional en la PFC subyaceria a los sesgos atencionales
asociados con alimentos altamente palatables y a la dificultad de autorregular la ingesta y las
emociones en los primeros (959,964), frente al excesivo autocontrol y rigidez cognitiva que se
asocian a la AN (965).

Precisamente, ademas de haberse observado una alteracion del procesamiento emocional, social
y de la sensibilidad a la recompensa, en las personas con TCA se han descrito dificultades a
nivel neuropsicolégico (966-970). Especificamente, se ha apuntado un peor control cognitivo
y rendimiento en funciones ejecutivas en términos de flexibilidad cognitiva, control inhibitorio,
toma de decisiones, atencion, habilidades visuoespaciales y memoria de trabajo (831,937,971).
Los déficits neuropsicoldgicos se han asociado con mayor psicopatologia general, mayor
gravedad y peor respuesta al tratamiento en estos trastornos (972-975). Yendo un paso mas
alla, la disfuncion neuropsicoldgica se ha propuesto como un posible fenotipo intermedio en
los TCA, siendo considerada ademas una dimension transdiagndstica a lo largo del continuum

de condiciones clinicas extremas de peso y alimentacion (937,966,976-982).
3.4.1. Sustratos neurotransmisores y neuroendocrinos

Los estudios en modelos animales de TCA han sido clave en la definicion de sistemas
neurotransmisores y neuroendocrinos potencialmente implicados en algunos rasgos fenotipicos
caracteristicos de estos trastornos (983). Estos estudios han servido de base a la investigacion
clinica en la exploracién de este tipo de alteraciones neurobioldgicas, su potencial como dianas
bioldgicas de tratamiento y la capacidad para distinguir diferentes condiciones clinicas
relacionadas con la ingesta y el estado ponderal. A nivel neuroquimico, la disfuncion del
sistema dopaminérgico en su relacion con el circuito de la recompensa constituye una de las
alteraciones mas analizadas, sobre todo en el espectro de trastornos relacionados con la
conducta de atracon (984). En este sentido, algunos autores han apuntado una posible similitud

con los trastornos relacionados con la adiccion, como el TUS y el TJ (494,831,985).
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Asi, se ha hipotetizado que en estos pacientes la ingesta excesiva predominantemente de
alimentos altamente palatables e hipercaloricos podria responder al intento por compensar un
sistema dopaminérgico deficitario a nivel basal, elicitando este tipo de alimentos la
estimulacion del sistema de recompensa y la liberacion de dopamina. De manera alternativa, la
teoria de la saliencia del incentivo también se ha extrapolado a TCA como el TA'y a la obesidad,
habiéndose propuesto un desacople de las respuestas de wanting y liking en estos trastornos
(494). Cierto tipo de alimentos como aquellos altamente palatables e hipercaldricos se asocian
a una elevada saliencia y son, por tanto, valorados como altamente gratificantes. Esto podria
favorecer en algunos individuos una atencidn selectiva hacia sus propiedades afectivas y
placenteras (refuerzo positivo), aumentando el deseo de consumirlos (craving) y perpetuando
el mantenimiento de las conductas de busqueda y consumo de estos alimentos (wanting).
Asimismo, los estimulos asociados al reforzador primario (p.e., la publicidad, las propiedades
organolépticas de los alimentos, el contenido de azUcares, grasas y sodio, etc.) y su deprivacion
son capaces de promover la sobreingesta (asociada al craving), rebasando las necesidades
energéticas (circuito homeostatico), el control cognitivo (autorregulacion mediada por areas
como la PFC) y con independencia del valor heddnico subjetivo de dichos alimentos (liking)
(494). Todo ello, estaria indefectiblemente asociado a un patron de ingesta excesivo, a la
ganancia ponderal y al riesgo de obesidad. En este punto, junto al sistema dopaminérgico, el
sistema opioide constituye otra importante diana de estudio en los TCA. Otro aspecto
neuroendocrino clave es el sistema serotoninérgico y el eje HPA, cuya hiperactivacion mediada
por estrés y/o ciertos estados emocionales se ha asociado con la promocion de la ingesta y de
procesos obesogénicos a través de su vinculo funcional con los circuitos cerebrales
homeostatico y heddnico, su accion moduladora sobre otros sistemas neurotransmisores y
neuroendocrinos a nivel central y periférico, asi como sobre el sistema inmune y la respuesta
inflamatoria (986,987). Adicionalmente, han sido analizadas hormonas centrales reguladoras
de la ingesta y la homeostasis energética como la melanocortina, las orexinas, la oxitocina y

periféricas como la grelina y la leptina o la insulina (139,988-991).

Globalmente, estos resultados pueden tener importantes implicaciones prondsticas y
terapéuticas, sefialando ademas un enlace bioldgico neuroendocrino entre los TCA y la
obesidad. No obstante, muchos de los hallazgos evidenciados hasta el momento son mixtos,

requiriéndose una mayor evidencia (139,837,992,993).
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3.4.1.1. Sistema endocannabinoide y condiciones clinicas extremas de peso y

alimentacion

La implicacion del sistema eCB en la patogénesis del continuum de condiciones clinicas
extremas de peso y alimentacion despierta un gran interés dado, como ya se ha mencionado, su
papel fisiolégico modulador de la conducta alimentaria y del metabolismo energético
(228,603,994,995). En esta linea, el estudio pionero en roedores de Kirkham et al. (996)
evidencid que en condiciones normales existia un aumento de las concentraciones de AEA 'y 2-
AG cerebrales en ayunas, con el consiguiente restablecimiento a niveles basales durante la
ingesta de alimentos y en estado postprandial. En humanos, los estudios que han explorado la
funcionalidad del sistema eCB en poblacién no clinica han revelado un aumento de las
concentraciones plasmaticas de 2-AG y AEA previo consumo de alimentos (997),
especialmente con la exposicion a alimentos altamente palatables (997). En este sentido, se ha
sugerido que la sobreproduccion de eCBs podria actuar como un factor mediador del consumo
de alimentos por placer en la poblacion general (998). En la fase postprandial, se ha visto una
reduccion de las concentraciones circulantes de AEA independientemente de la palatabilidad
de los alimentos, mientras que la reduccion de las concentraciones plasmaticas de 2-AG fue
menor tras ingerir alimentos palatables (999,1000). En este sentido, se ha descrito una
correlacion positiva entre las concentraciones limbicas de dopamina y eCBs y el craving por
alimentos altamente palatables, lo que refuerza su implicacion en la conducta de busqueda
asociada a este tipo de recompensas (1001). Asimismo, diversos estudios han descrito un enlace
funcional de los eCBs con la percepcion de las propiedades organolépticas de los alimentos
(1002,1003).

Lo expuesto con anterioridad enlaza con la hip6tesis que plantean diferentes estudios acerca de
que la disfuncion del sistema eCB podria subyacer a conductas desadaptativas relacionadas con
la ingesta y la distribucion de la masa grasa corporal (1000,1004). De forma similar a otros
trastornos psiquiatricos, algunas variantes genéticas de componentes como CBR y FAAH se
han propuesto como factores de vulnerabilidad para el desarrollo de TCA en modelos animales
y en humanos; un hallazgo también evidenciado en el caso de la obesidad (161,1005).

En esta linea, el aumento del "tono™ del sistema eCB se ha relacionado con el desarrollo de
muchas enfermedades metabdlicas (1006), pareciendo desempefiar este sistema un papel clave
en la aparicion y el mantenimiento de patologias como la obesidad (218,1007,1008). La
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hiperactivacion del sistema eCB afecta a los diferentes componentes del mismo,
manifestandose en cambios como una sobreproduccion de eCBs y/o una regulacion al alza de
CBR a nivel cerebral y en tejidos periféricos (1009-1013). Precisamente, en personas con
obesidad se han observado mayores concentraciones plasmaticas basales de AEA y/o 2-AG,
habiéndose apuntado que el aumento de estas concentraciones podria preceder incluso al inicio
de la obesidad (1014). Asimismo, se han descrito concentraciones elevadas en otros tejidos
periféricos como la grasa visceral, especialmente, de 2-AG (247,1010,1014,1015). Los niveles
de expresion de CB1R en el tejido adiposo, higado, masculo esquelético, rifion y pancreas
también estan elevados en esta condicion (1012,1013,1016-1019). No obstante, en estados de
obesidad cronica se ha descrito una regulacion a la baja de CBRL1 a nivel central y periférico,
que podria responder a un mecanismo compensatorio del sistema en un intento por mantener la
homeostasis (1020,1021).

En los TCA, resulta interesante el estudio pionero de Monteleone et al. (1004) que describié un
aumento de la AEA circulante en ayunas en personas con TA. Sin embargo, no se encontraron
diferencias en los niveles plasmaticos de 2-AG en comparacion con los controles sanos. Los
cambios en los niveles periféricos de AEA se correlacionaron positivamente con las
sensaciones de los sujetos sobre el impulso de comer y el placer mientras comian la comida
presentada. Posteriormente, un estudio del mismo grupo realizado ante la exposicion a la
ingesta de diferentes tipos de alimentos arrojé resultados interesantes. A nivel postprandial, la
AEA disminuyd progresivamente cuando se comia el alimento no favorito, pero aumentd
significativamente en el caso de comer el alimento favorito (1022). Nuevamente, los niveles
plasmaticos de 2-AG no difirieron significativamente independientemente del tipo de comida
(1022). Globalmente, estos resultados fueron sugestivos de la aparicion de respuestas distintivas
de los eCBs a la recompensa relacionada con la comida en el TA. Los autores hipotetizaron,
ademés, que estos hallazgos podian reforzar las propiedades heddnicas de la nutricion
hipercaldrica, favoreciendo asi la adiccion a la ingesta de alimentos y perpetuando la conducta
de atracdn en estas personas (1022). A pesar de compartir la conducta de atracon como elemento
psicopatolégico comun, no se evidenciaron diferencias en las concentraciones de AEA y 2-AG
en ayunas en las personas con BN en comparacion con controles sanos. En este contexto, se ha
hipotetizado que el tono del sistema eCB podria verse modulado por las conductas purgativas
(988).
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Diversos estudios han reportado una disfuncién del sistema eCB en personas con AN
(241,999,1004,1023-1025). Contrariamente a lo que sucede en la obesidad, se ha sugerido un
sistema eCB hipoactivo en la AN (1026-1031), pudiendo constituir la regulacién al alza del
receptor CB1R en areas corticales y subcorticales en pacientes con AN comparados con el
grupo control un mecanismo compensatorio a largo plazo frente a un sistema eCB hipoactivo
(1004).

Nuevamente, el mencionado estudio publicado en 2005 por Monteleone et al. (1004) describio
mayores concentraciones plasmaticas de AEA en ayunas en el grupo de AN en comparacion
con los controles sanos, al contrario que Piccolo et al. (1032). Este ltimo trabajo reportd,
ademas, que las concentraciones plasmaticas de AEA eran mayores en situacion de ayuno que
postprandial, tanto en individuos con AN como en los controles sanos. Estos autores concluian
que dado que AEA tiene un perfil circulante consistente con un papel como iniciador fisiol6gico
de la ingesta de comida (1000) la restriccion en la AN podia estar asociada a una desregulacion
en el sistema eCB, pero mas especificamente a nivel de la AEA (1032). Asimismo, esta bien
establecido que el ejercicio modula diferentes sistemas neuroquimicos incluido el sistema eCB
(1033). Estudios en humanos han demostrado aumentos significativos en las concentraciones
plasméticas de eCBs tras una Unica sesion de ejercicio aerobico (1034-1036). Asi, se ha
postulado que el exceso de ejercicio podria ser una respuesta compensatoria a una menor
disponibilidad de eCBs (1032,1035).

En los pacientes con AN se ha descrito un menor indice de palatabilidad en comparacion con
los controles sanos (962). En respuesta a la ingesta de alimentos altamente palatables, no se
encontraron diferencias para AEA entre pacientes con AN y controles sanos, mientras que se
han arrojado resultados mixtos en el caso del 2-AG (999,1032). En ratones, los niveles
hipotalamicos de 2-AG disminuian con la restriccion dietética prolongada y aumentaban con el
ayuno a corto plazo (1031). Asi, se ha sugerido que la respuesta alterada en pacientes con AN
podria subyacer a la falta de motivacion hacia el consumo de alimentos o incluso a una mayor
recompensa asociada a la falta de consumo de cualquier tipo de alimento (999). En este sentido,
estudios de neuroimagen han evidenciado una hipoconectividad basal entre el NAcc y regiones
como el area motora suplementaria y la insula en personas con AN comparadas con controles
sanos, que podria interferir en la integracion de la informacion interoceptiva, somatosensorial
y de planificacién motora relacionada con estimulos recompensantes (1037). Precisamente, en

individuos con AN, se ha descrito una desregulacion del CB1R en zonas como la corteza insular
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(1038), asi como un papel mediador de la hipoconectividad funcional NAcc-insula en la
asociacion entre mayores concentraciones circulantes de AEA y un menor IMC en esta
poblacion clinica (1037). Finalmente, en individuos con AN en fase de recuperacion, las
concentraciones plasméticas de 2-AG mostraron incrementos similares tras el consumo de
ambos tipos de comidas (999). Sin embargo, Piccolo et al. (1032) no informaron de diferencias
en las concentraciones plasmaticas basales de eCBs frente a pacientes con AN aguda, lo que
sugiere que los niveles alterados de eCBs podrian seguir presentes incluso después de la

recuperacion, sobre todo en el caso de la AEA (1039).

113



114



| | HIPOTESIS



HIPOTESIS

1) Se hipotetiza la existencia de una asociacién entre aspectos genéticos y el trastorno de
juego. Especificamente, se prevé que algunas variantes genéticas en los genes de la
familia de las neurotrofinas se encuentren presentes en individuos con trastorno de
juego con una frecuencia significativamente mayor que en la poblaciéon general,
pudiendo estar potencialmente asociadas a la presencia del trastorno. En esta linea, se
espera encontrar vinculos entre algunas de estas variantes genéticas, variables clinicas
y psicoldgicas que definan patrones ligados a la gravedad del trastorno de juego
(Estudios 1 'y I1).

2) Se hipotetiza una disfuncion en el sistema endocannabinoide en individuos con
distintas condiciones clinicas (trastorno de juego y condiciones clinicas extremas de
peso y alimentacion). Especificamente, se prevé que esta disfuncion se traduzca en una
diferencia significativa en las concentraciones plasmaticas de anandamida y 2-
araquidonilglicerol cuando se comparan, respectivamente, individuos con trastorno de
juego y aquellos con condiciones clinicas extremas de peso y alimentacion con la
poblacion general. Dentro del continuum de condiciones clinicas extremas de peso y
alimentacion, se espera encontrar mayores concentraciones plasmaticas de
endocannabinoides en los individuos con obesidad (con y sin trastorno de la conducta
alimentaria) que en la poblacion general y en individuos con anorexia nerviosa
quienes, a su vez, presentardn las concentraciones mas bajas de estos ligandos.
Asimismo, se hipotetiza la existencia de una relacion entre las concentraciones
plasmaticas de estos ligandos y distintas variables clinicas, psicoldgicas vy
neuropsicoldgicas que delimite patrones ligados a la gravedad en cada una de las
entidades clinicas descritas. Considerando las diferencias funcionales atribuidas a
anandamiday a 2-araquidonilglicerol, se preve que estos ligandos establezcan vinculos

distintivos con otras variables en las diferentes entidades clinicas (Estudios I11'y V).

3) Se hipotetiza que, junto con las variables neuropsicoldgicas y sociodemogréficas, los
factores neuroendocrinos que regulan la homeostasis energética (leptina, grelina,
adiponectina y péptido antimicrobiano expresado en el higado-2, LEAP-2) tendran un
efecto en la identificacion de subtipos en el trastorno de juego. Empleando estos

indicadores, se prevé hacer una distincion entre al menos dos clisteres empiricos.
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Comparativamente, se espera encontrar un perfil sociodemografico, clinico y

psicoldgico diferencial entre subtipos (Estudio V).
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OBJETIVOS

1) Estudiar el papel de aspectos genéticos en la vulnerabilidad asociada a la presencia y
gravedad del trastorno de juego (Estudios I y I1).

1.1. Evaluar de forma comparativa la frecuencia alélica de variantes genéticas
(SNP) en los genes de la familia de las neurotrofinas en individuos con trastorno de

juego y un grupo de individuos controles sanos (Estudio I).

1.2. Dilucidar si algunas de las variantes genéticas analizadas presentan una
frecuencia significativamente mayor en los individuos con trastorno de juego y, por

lo tanto, estan potencialmente asociadas a la presencia del trastorno (Estudio I).

1.3. Explorar el vinculo entre variantes genéticas potencialmente asociadas a la
presencia del trastorno, variables clinicas y psicolégicas (sexo, edad de inicio, edad
cronoldgica, tipologia de juego, episodios de apuesta, magnitud de las deudas,
estructura de personalidad, psicopatologia general) en la definicién de patrones
ligados a una mayor probabilidad de padecer un trastorno de juego clinicamente
mas grave (Estudio I1).

2) Estudiar la presencia de alteraciones neuroendocrinas en el trastorno de juego y en el

continuum de condiciones clinicas extremas de peso y alimentacion (Estudios 111y 1V).

2.1. Determinar y comparar las concentraciones plasmaticas basales en ayunas de
los dos principales ligandos endogenos del sistema endocannabinoide,
anandamida y 2-araquidonilglicerol, entre individuos con trastorno de juego y un

grupo control (Estudio I11).

2.2. Cuantificar y comparar las concentraciones plasmaticas basales en ayunas de
anandamida y 2-araquidonilglicerol entre individuos con anorexia nerviosa,
obesidad con y sin trastorno de la conducta alimentaria y un grupo control
(Estudio 1V).

2.3. Analizar la asociacion entre las concentraciones plasmaticas de anandamida
y 2-araquidonilglicerol, variables clinicas (estructura de personalidad,
impulsividad rasgo, regulacion emocional, psicopatologia general) y

neuropsicolégicas (control inhibitorio, flexibilidad cognitiva, atencion y memoria
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de trabajo) en la identificacion de patrones ligados a una mayor probabilidad de
padecer un trastorno de juego clinicamente mas grave (Estudio I11).

2.4. Explorar la relacién entre las concentraciones plasmaticas de anandamida y
2-araquidonilglicerol y variables clinicas (regulacion emocional, impulsividad
rasgo, psicopatologia general, adiccion a la comida) en la identificacion de
patrones ligados a una mayor probabilidad de padecer una condicién clinica
extrema de peso y alimentacion mas grave con acuerdo al indice de masa corporal
(Estudio IV).

3) Estudiar la influencia de variables neuropsicoldgicas y neuroendocrinas en la

identificacion de subtipos en el trastorno de juego (Estudio V).

3.1. Definir clusteres empiricos en individuos con trastorno de juego basados en
factores neuropsicoldgicos (flexibilidad cognitiva, control inhibitorio, toma de
decisiones y trabajo) y neuroendocrinos reguladores de la homeostasis energética
(leptina, grelina, adiponectina y péptido antimicrobiano expresado en el higado-2,

LEAP-2), considerando ademas las variables sociodemograficas sexo y edad.

3.2. Analizar y comparar el perfil de los diferentes clUsteres, teniendo en cuenta las
variables utilizadas como indicadores en el procedimiento de agrupacion y otras
caracteristicas sociodemograficas (estado civil, nivel educativo, posicién
socioecondmica), clinicas (edad de inicio, gravedad y duracion del trastorno,
consumo de sustancias, preferencias de juego, indice de masa corporal) y
psicologicas (regulacion emocional, impulsividad rasgo, estructura de

personalidad, psicopatologia general y adiccion a la comida).
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SUSTRATOS NEUROBIOLOGICOS

Condiciones clinicas
Trastorno de Juego cxtremas de peso y Trastorno de Juego
alimentacion

Familia de las

Sistema grelinérgico y

neurotrofinas adipocitoquinas
P i Identificacié
resencia y gravedad Gravedad del trastorno denti icacion de
del trastorno subtipos

Figura 6. Objetivos generales. Elaboracion propia.
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MATERIAL, METODOS Y RESULTADOS

ESTUDIO |

Titulo del articulo
The role of neurotrophin genes involved in the vulnerability to gambling disorder.

El papel de los genes de la familia de las neurotrofinas en la vulnerabilidad del trastorno

de juego.
Resumen

Introduccion. La implicacion de factores genéticos en el desarrollo del trastorno de juego
(TJ) ha sido previamente estudiada, poniendo de manifiesto un posible patrén de herencia
complejo en el que multiples genes podrian tener una pequefia contribucion en su
desarrollo, en interaccion con factores ambientales. La familia de las neurotrofinas (NTF)
participa en la neurogénesis, plasticidad sinaptica y supervivencia neuronal durante el
desarrollo embrionario y en la vida adulta, asi como en diversas funciones cerebrales
como memoria, aprendizaje, regulacion del apetito y animica. El papel de los genes NTF
ha sido explorado en distintos trastornos neuropsiquiatricos, constituyendo una

prometedora diana de estudio también en los trastornos relacionados con la adiccion.

Objetivos. El principal objetivo de este estudio fue explorar la existencia de una relacion

entre distintos polimorfismos en genes NTF y la presencia de TJ.

Método. Con un disefio caso-control, la muestra del estudio incluyé 166 pacientes con
un diagnoéstico de TJ segln criterios DSM (91.6% varones, media de edad 39.9+ 12.4
afos) y 191 controles sanos (40.8% varones, media de edad 42.4+ 11.7 afios). De los 158
polimorfismos de nucledtido unico (SNP) de genes NTF (NGF, NGFR, NTRK1, BDNF,
NTRK2, NTF3, NTRK3, NTF4, CNTF y CNTFR) genotipados, 36 fueron seleccionados
para los analisis en base a su capacidad discriminativa de la presencia de TJ en test uni-
o multivariante (p<0.05). Se compard su frecuencia alélica en ambos grupos, analizando
la existencia de SNP potencialmente asociados al TJ. Asimismo, se exploré la existencia
de solapamiento entre los SNP que pudieran estar potencialmente relacionados con el

desarrollo del TJ y elementos reguladores, asi como su implicacién funcional.
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Resultados. El analisis de la distribucion alélica revel6 seis SNP potencialmente
asociados a la presencia de TJ: rs6489630 (gen NTF3, alelo T), rs7956189 (gen NTF3,
alelo G), rs3763614 (gen CNTFR, alelo C), rs11140783 (gen NTRK2, alelo C), rs3739570
(gen NTRK2, alelo C) y rs10908521 (gen NTRK1, alelo C). El analisis en base a diferentes
modelos genéticos evidencid que cuatro de los seis SNP (rs7956189, rs3763614,
rs11140783 y rs3739570) se asociaban significativamente a mayor riesgo de TJ.
Asimismo, tres haplotipos fueron significativamente asociados con un mayor (blogue
formado por SNP rs6489630 y rs7956189 del gen NTF3, genotipo TG; bloque formado
por SNP rs11140783 and rs3739570 del gen NTRK2, genotipo CC) o0 menor riesgo
(blogue formado por SNP rs4412435, rs10868241 y rs4361832 del gen NTRK2, genotipo
CAG) de desarrollar TJ. Algunos de los 36 SNP también solapaban elementos
reguladores (potenciadores y factores de transcripcion). Por ultimo, se evidencié una
interaccion entre algunos de los SNP en los genes NTF3 y NTRK2, que podrian tener

implicaciones estructurales en la organizacion del material genético celular.

Conclusiones. Los hallazgos de este estudio sugieren que la presencia de algunos
polimorfismos SNP en genes NTF estaria asociadas a un mayor riesgo de desarrollar un
TJ, pudiendo subyacer a una alteracion en la regulacion de las vias de sefializacion de los

componentes de la familia NTF.
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The role of neurotrophin genes
involved in the vulnerability
to gambling disorder

Neus Solé-Morata¥'?, Isabel Baenas'*3'?, Mikel Etxandi!, Roser Granero?3*,
Sonia V. Forcales®, Manel Gené®, Carme Barrot®, Ménica Gomez-Pefia'?,

José M. Menchén®7:%°, Nicolas Ramoz®*?, Philip Gorwood®?*?,

Fernando Fernandez-Aranda?37 & Susana Jiménez-Murcia%%37>*

Evidence about the involvement of genetic factors in the development of gambling disorder (GD) has
been assessed. Among studies assessing heritability and biological vulnerability for GD, neurotrophin
(NTF) genes have emerged as promising targets, since a growing literature showed a possible link
between NTF and addiction-related disorders. Thus, we aimed to explore the role of NTF genes

and GD with the hypothesis that some NTF gene polymorphisms could constitute biological risk
factors. The sample included 166 patients with GD and 191 healthy controls. 36 single nucleotide
polymorphisms (SNPs) from NTFs (NGF, NGFR, NTRK1, BDNF, NTRK2, NTF3, NTRK3, NTF4, CNTF
and CNTFR) were selected and genotyped. Linkage disequilibrium (LD) and haplotype constructions
were analyzed, in relationship with the presence of GD. Finally, regulatory elements overlapping

the identified SNPs variants associated with GD were searched. The between groups comparisons of
allele frequencies indicated that 6 SNPs were potentially associated with GD. Single and multiple-
marker analyses showed a strong association between both NTF3 and NTRK2 genes, and GD. The
present study supports the involvement of the NTF family in the aetiopathogenesis of GD. An altered
cross-regulation of different NTF members signalling pathways might be considered as a biological
vulnerability factor for GD.

Gambling is an increasingly activity in our society, especially in online modality’. Although many people gam-
ble without undergoing health problems, some individuals develop gambling disorder (GD), leading to severe
psychological, social and economic consequences®. Among adults, lifetime prevalence of GD range between 0.02
and 2.0%”. Similar values have been reported in Europe, where the prevalence of GD fluctuates between 0.3 and
3.0%*%. Gambling disorder was first recognized as a mental disorder by the American Psychiatric Association
in the third edition of the Diagnostic and Statistical Manual of Mental Disorders (DSM-III)". Although GD was
initially classified as an impulse control-disorder (ICD), it shares similarities with substance addictions and it
has been reclassified as an addictive disorder in the fifth edition of the DSM (DSM-5)3-1°. Nevertheless, some
researchers” opinion favors leaving GD in the ICD category!!.

Several studies showed that certain individuals may present an increased risk for GD: for example, male
gender, lower socio-economic status, early gambling onset, high impulsivity and sensation seeking are some of
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the factors that have been repeatedly associated with GD'. Although the aetiology of GD is not fully understood,
it has to be seen as a complex interrelation between psychological, social and biological factors'?. Over the last
years, multiple aetiological models for GD have been proposed, such as the cognitive-behavioural model'* or
the biopsychosocial model'®. One of the most prominent model, the three pathways model of GD, recognized
the multidimensional nature of the disorder and claimed that pathological gamblers form an heterogenous
population'®. This model suggested the existence of three different groups of individuals with GD (behaviourally
conditioned, emotionally vulnerable and antisocial impulsivist), with each group exhibiting its own gambling-
related motivations. For example, individuals in the antisocial impulsivist group tend to gamble for positive-
reinforcement motivations (such as sensation-seeking)'¢’.

From a neurobiological perspective, several studies have described similarities between neurochemical profiles
and brain structures among patients with substance-related addictive disorders and behavioural addictions'®*.
For instance, neuroimaging studies have suggested that abnormalities in the ventral striatum could contribute to
impulsive behaviours in individuals with GD?°-*2. Similarly, coincidences regarding the neurobiological mecha-
nisms (such as neurotransmitters) underlying impulsivity, compulsivity, reward/withdrawal and decision making
have also been described!'. For example, a key mechanism involved in motivation and reward processing is the
dopaminergic system?. Indeed, increased dopamine transmission in the dorsal striatum has also been linked
to severity of problem gambling*!. Molecular genetic studies of GD applying candidate gene approach have also
suggested the possible involvement of dopaminergic (such as DRD1, DRD2 and DRD4) and serotonergic (such
as SLC6A4, MAOA and MAOB) genes in conferring vulnerability for GD'®%.

Recently, Genome Wide Association Studies (GWAS) have made a considerable progress towards an under-
standing of many complex diseases®®. However, to date, only two GWAS of GD have been reported. First, Lind
et al.” performed a GWAS for disordered gambling using a quantitative factor score in 1312 twins from 894
Australian families. Despite no single-nucleotide polymorphism was associated with the disorder, using a less-
stringent threshold the authors reported six variants in three genes (MT1X, ATXN1 and VLDLR) associated
with GD, that had been previously linked to addiction and other psychiatric disorders”. A few years later, Lang
et al.”® conducted the first and only case—control GWAS of GD, with all cases being assigned a diagnosis of GD.
Despite this study did not identify genome-wide significant regions for GD, an association between a polygenic
risk score for alcoholism and severity of problem gambling was found, supporting a link between alcohol use and
GD?, Finally, a recent study has examined the relationship between a Parkinson’s disease (PD) polygenic risk
score (PRS) and impulse control disorders (ICDs) in PD. Although the results showed no association between
the 90 SNPs analyzed and the prevalence of ICDs, a younger disease onset was associated with both higher PRS
and ICD prevalence®. That being said, genetic studies using larger sample sizes are needed. Furthermore, global
omic approaches that interrogate epigenetic differences could complement genetic studies, linking both events
to the identification of novel altered gene regulatory mechanisms implicated in GD.

Furthermore, because of their involvement in the regulation of activity-dependent neuronal function and
synaptic plasticity, neurotrophic factors (NTF) have been linked with the pathophysiology of several neuropsy-
chiatric disorders, such as addictions®-**. The NTF family comprises four related proteins, namely nerve growth
factor (NGFB), brain-derived neurotrophic factor (BDNF) and neurotrophins 3 and 4/5 (NTF3 and NTF4/5).
The effects of NTFs are mediated by high affinity tyrosine kinase receptors (NTRK), each preferentially activated
by one or more NTF: NTRK1 by NGFB, NTRK2 by BDNF and NTF4/5, and NTRK3 by NTF3. Moreover, a low-
affinity pan-NTF receptor (p75), a member of the tumoral necrosis factor family, forms a complex with other
NTF receptors and modulates its signal transduction®*.

In particular, BDNF and its genes constitute one of the most studied elements among addiction-related
disorders®**%, It has been suggested that drugs of abuse induce neuroadaptative processes in the brain, and
these changes involve regulation of BDNF activity*’. However, the exact role of BDNF and other NTFs on the
aetiopathogenesis of addictive disorders is still unknown. In the case of GD, only a few studies have examined its
association with NTFs, which reported an increase of mean serum BDNF levels in patients with GD compared
to healthy controls, suggesting a link between BDNF levels and GD severity**-*. Therefore, as described in other
addictions, the link between NTFs and GD could be a mutual process: the addictive behaviour might affect the
expression of NTFs and NTFs can modulate the addictive behaviour®. Nevertheless, further work needs to be
performed to establish the exact role of these genes on the GD clinical profile.

Therefore, the main aim of the present study was to explore the genetic relationship between NTF and GD.
We hypothesized that some NTF genes polymorphisms could constitute potential biological risk factors due to
their implication in the onset and progression of GD. Hence, we selected informative polymorphisms spanning
the entire loci of p75 (NGFR), NGFB, NTRK1, BDNE NTRK2, NTF3, NTRK3, NTF4, CNTF and CNTFR.
Then, we analysed the variation within each gene comparing a clinical group of patients with GD and a group
of healthy controls.

Results

Single markers of GD. Starting from the 158 SNPs measured in the study, a total of 36 SNPs were pre-
selected for the haplotype analysis based on its capacity to discriminate the presence of GD in univariate tests
(x?) or multivariate tests (stepwise logistic regression). This initial selection was done considering different
genetic models for each SNP (codominant, dominant, recessive, overdominant and log-additive), and a SNP was
selected for the analysis in Haploview when p < 0.05 was obtained in any of the analyses.

Table S1 (supplementary material) includes the basic information for the 36 SNPs selected in this study
(chromosome, gene, and allele), as well as the results obtained in Haploview regarding the conformance with
HWE, the distribution of the allele frequency into the groups and the association tests for single markers. All
the HWE tests achieved p>0.05 in our study. The comparison of the allele frequency distribution between the
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Figure 1. Single markers (first panel) and haplotype blocks (second panel) associated to the presence of GD.
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Figure 2. Single nucleotide polymorphism under different genetic models achieving risk for the presence of
GD.

groups indicated that the 6 SNPs were potentially associated with the presence of GD (see first panel of Fig. 1):
rs6489630 (T allele), rs7956189 (G allele), rs3763614 (C allele), rs11140783 (C allele), rs3739570 (C allele) and
rs10908521 (C allele).

Figure 2 shows the results to assess the link between the 6 SNPs associated to the presence of GD according
to different genetic models (also see supplementary Table S2, which includes the complete frequency distribu-
tion and the p-values obtained in logistic regression models adjusted by the covariates sex, age, education and
employment status). These analyses confirmed that 4 single SNPs were significantly related to GD (p <0.05) with
an increase in the risk of GD for: (a) rs796189, the presence of genotype “AG/GG” (dominant model) and “AG”
(overdominant model) and; (b) rs3763614, the presence of genotype “CC” (codominant and dominant models)
and genotype “CC/TT” (overdominant model); (c) rs11140783, the presence of genotype “CC” (codominant
model); and d) rs3739570 the presence of genotype “CC” (dominant model) and “CC/TT” (overdominant
model). Quasi-significant results (p <0.10) were achieved for the SNPs rs6489630 (dominant model with geno-
type “CC” related to higher risk for GD) and rs10908521 (codominant and recessive models with higher risk of
GD associated with genotype “CC”).

Haplotype analysis. Six LD blocks were identified in the study (the upper part of Fig. 3 shows the hap-
lotypes block map). Block 1 included SNPs rs6489630 and rs7956189 in NTF3 gene, and haplotype “TG” was
significantly related to an increase in the risk of GD (p=0.045) (Table S3 and Fig. 3). Block 3 included the
SNPs rs4412435, rs10868241, and rs4361832 in NTRK2 gene, and haplotype CAG (p=0.048) was related to a
decreased risk of GD. Other SNPs included in the blocks were: rs2274592 and rs4363285 (inside block 2) among
CNTEFR gene, rs12000011 and rs1948308 (inside block 4) in NTRK2 gene, rs211765, rs11638486 and rs1435403
(inside block 5), and rs922232 and rs2009853 (inside block 6), both in NTRK3 gene. No significant haplotype in
the blocks 2, 4, 5 and 6 were significantly related to an increase/decrease in the risk of GD.

The lower part of Fig. 3 contains the transition scheme of haplotypes. The lines in the transition image show
the movement from one block to the next. The frequency corresponds to the thickness of the line (connections
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Figure 3. Haplotype block map. The upper part of the figure shows the haplotypes block map and the lower
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Figure 4. Haplotype block map of block 7 (defined manually).

with thin lines if higher than 1% and with thick lines if higher than 10%), and the D’ coefficient measures the
degree of LD between the blocks.

Finally, a new LD block was manually defined by the SNPs rs11140783 and rs3739570 (Table S3 and Fig. 4)
among NTRK2 gene, showing a significant association of haplotype CC with an increase in the risk of GD
(p=0.012).

Overlap with putative regulatory regions. Most of the genetic variants pre-selected for the haplotype
analysis are located at non-coding regions of the human genome, with predominant sites being introns (see
Table 1). Gene regulatory regions, such as enhancers and promoters are usually located upstream of genes and
in 5'UTRs. However intron-bearing transcriptional factors (TF) binding sites have also been revealed by sev-
eral studies*’. Moreover, chromatin capture data shows that distant genomic loci, which can be kilobases, and
megabases apart, interact to regulate gene transcription and to maintain genomic boundaries, which in turn
sustain a particular chromatin architecture. Therefore, an association of these SNPs with regulatory regions or
three-dimensional (3D) contact loci could uncover a functional task for these variants, ranging from transcrip-
tional control, mRNA stability to chromatin dynamics. It reveals an unprecedented impact in GD pathophysiol-
ogy.
First, we performed functional annotation of genetic variants based on ENCODE project data. Among the
six SNPs that showed a significant p-value and thus appeared to be potentially associated with the presence of
GD, two of them were associated with enhancers: rs6489630 at chromosome 12 that overlaps with a proximal
enhancer-like signature downstream of NTF3 gene, and the intron variant rs11140783 at NTRK2 that is adjacent
to another enhancer-like domain (see Table 1). However, four out of thirty non-significant SNPs were also associ-
ated with enhance-like landscapes (rs12273363, rs741073, rs4412435 and rs1800601 (Table 1).

By using JASPAR CORE, we identified several SNPs that overlap core consensus sequences for TF, and thus
they could disrupt their binding or change their binding affinity (see Table 1). It is important to mention that
rs7956189 located downstream of NTF3 gene overlaps the binding site of WT1, which has been associated with
depressive-like behaviours in mice*!. Another significant variant, rs3763614, in an intron of CNTFR, is placed in
the binding site of NR5a2. This is a factor upregulated in the arcuate nucleus of the hypothalamus*2. Rs11140783
located in an NTRK2 intron, could disrupt IRF8 binding, which has been proposed as a susceptibility factor
for multiple sclerosis*® (see Table 1). Two significant variants rs3739570 (at 3'UTR of NTRK2) and rs10908521
(atan NTRKI1 intron) did not show any association with regulatory regions or TF binding sequence consensus.
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ENCODE Cis regulatory elements

SNP Gene Genomic region (CREs) TF binding sites (JASPAR)
rs6332 NTE3 Synonymous variant - -

156489630 NTF3 Downstream gene variant | pELS (EH38E1589222) -

rs7956189 NTE3 Downstream gene variant | - WT1

rs12273363 BDNF Upstream gene variant PELS (EH38E1528854) YY1

rs908867 BDNF

Upstream gene variant

rs1491850 BDNF

Intron variant

152274592 CNTFR

Intron variant

ZNF740, WT1, CTCE, Znf281

rs4363285 CNTFR

Intron variant

ELF3, SPIB, ELF1, EHE, CTCF

rs10814123 CNTFR

Intron variant

HFNIA, BARX2

rs3763614 CNTFR Intron variant - Nr5a2

1$657770 NGFR Intron variant - -

rs534561 NGEFR (P75) | Intron variant - MZF1(var.2)
15741073 NGER (P75) | 3 prime UTR variant adjacent to a dELS (EH38E1868997) KLF9, MSANTD3
rs11140783 NTRK2 Intron variant Adjacent to a dELS (EH38E2702614) IRF8, IRF4
rs1545285 NTRK2 Intron variant - Dmbx1, OTX2

BACH2, NFE2L1, MAFK, JUN

rs4412435 NTRK2 Intron variant dELS (EH38E2702692) (var2), MAF+NFE2, Smad2::Smad3
1510868241 NTRK2 Intron variant - Prmd15
154361832 NTRK2 Intron variant - NFIA, MSGN1
rs12000011 NTRK2 Intron variant - WTF1, Gfilb
rs1948308 NTRK2 Intron variant - HIC2, Nkx3-1
1s3739570 NTRK2 3 prime UTR variant - -

1510780695 NTRK2 Downstream gene variant | - Stat2, HOXC13
rs2117655 NTRK3 Intron variant - SOX15, SOX8
rs11638486 NTRK3 Intron variant - -

151435403 NTRK3 Intron variant - Arid5a
1rs922232 NTRK3 Intron variant - HOXC13
rs2009853 NTRK3 Intron variant - -

151461210 NTRK3 Intron variant - -

rs1346164 NTRK3 Intron variant - GFI1, Gfilb
rs744993 NTRK3-AS1 | Upstream gene variant - ZFP42

rs6328 NFG-AS1 Intron variant - INSM1
rs6537860 NFG-AS1 Intron variant - ZKSCANS5
rs1800601 NTRK1 5 prime UTR variant Prom (EH38E1388452) -

rs1998977 NTRK1 Intron variant - DMRTC2
rs10908521 NTRK1 Intron variant - -

rs1800879 NTRK1 Intron variant - RELB

Table 1. Genomic annotation of variants.

Additionally, several non-significant variants overlaped with a variety of core TF binding sequences. Among
them, stand out two SNPs that were associated with TF related to neuronal tissue. One is rs154528, another intron
variant of NTRK2 which resides in the OTX2 binding site, a TF related with dopaminergic neurogenesis**. Impor-
tantly, genetic alterations in dopamine receptors 1 (DRD1) have been associated with disordered gambling®.
Finally, rs1435403 overlaps the binding site of the Arid5a transcription factor, which has been associated with
schizophrenia®®.

Hi-C and micro-C data revealed interactions between different loci at the NTF3 gene region that expanded
through the last exon and the 3’ UTR region. Intriguingly, the three GD-associated NTF3 SNPs (rs6332,
rs6489630, rs7956189) showed interactions among them (see Fig. Sla at supplementary material). Similarly,
rs3739570 and rs10780695 on the NTRK2 gene could also be interacting in the nucleus (see Fig. S1b at sup-
plementary material).

Discussion
The main aim of this study was to analyse the association between NTF genes and GD, as potential biological
risk factors implicated in the aetiopathogenesis of GD. For this purpose, a strategy of pathway-based candidate
genes was performed.

Both single and multiple-marker analysis showed a strong association between NTF3 and GD with a het-
erozygous disadvantage model of inheritance. NTF3 prevents the death of adult central noradrenergic neurons,
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promotes survival of ventral mesencephalic dopaminergic neurons, cerebellar granule neurons and Purkinje
cells, and acts on sensory or sympathetic neurons of the dorsal root, nodose and sympathetic ganglia*’. Moreo-
ver, NTF3 has been associated with affective disorders*® and schizophrenia*® and, as reported by Mercader, Saus
et al.>® NTRK3 appears to be the gene with more association signals with eating disorders (EDs). In addition,
enhanced neurogenesis caused by dietary restriction has been accompanied by increased NTF3 and BDNF
levels.

These results are worth noting because several studies have found that ED frequently co-occur with GD%*%
and have many commonalities considering psychological and clinical characteristics, such as personality traits
and emotion regulation processes®»**->¢. In particular, certain subtypes of EDs, such as bulimia nervosa (BN)
or binge eating disorder (BED) have been associated with high levels of impulsivity>>*°. Therefore, our findings
may present an interesting unexplored genetic pathway underlying these disorders.

Comparison of the allele frequency distribution between groups indicated that the presence of G allele in
NTF3 rs796189 is potentially associated with GD. Although this variant was located at a non-coding region,
functional annotation based on ENCODE data showed that it is placed in a proximal enhancer-like signature,
downstream of NTF3 gene. Transcriptional enhancer elements are non-coding stretches of DNA that have a
central role in regulating transcriptional activity®”*8. Interestingly, non-coding SNPs, that have been associated
with risk for numerous common diseases through GWAS, frequently lie in these genomic elements, probably
affecting their function®. Therefore, additional research is needed to delineate the impact of these variants on
GD aetiology to enhance diagnosis, prevention strategies and treatment approaches.

By using JASPAR CORE we found that rs7956189 also overlapped the binding site of WT1, a TF associated
with depressive-like behaviour in mice*!. As proposed, the presence of a sequence variant within a binding site
may alter the binding of the TE As a consequence, gene expression, DNA methylation, and chromatin states
would be altered too®. Although this variant did not imply a change in the coding sequences of NTF3, it appeared
to be associated with changes in genomic function. Further epigenetic analysis, such as WT1 chromatin immu-
noprecipitation, is needed to understand its functional impact better. Haplotype analysis revealed an increased
risk of GD in individuals carrying the G allele for 1s7956189 who also carried the T allele of rs6489630 in NTF3
gene. Curiously, the T allele of rs6489630 has been recently associated with significantly lower intelligence scores
than C allele carriers in children with Attention-Deficit/Hyperactivity Disorder (ADHD)®'. However, a recent
study suggested a protective role of this allele against Alzheimer disease®’. Thus, it has been proposed that the
rs6489630 polymorphism might have age-related influences.

Interestingly, some authors described ADHD in childhood as a risk factor for the development of addictive
behaviours®, including GD®. In addition, the association between ADHD and GD is noteworthy with approxi-
mately 25% of adults with GD meeting ADHD criteria®. In particular, the hyperactive subtype of ADHD is a
developmental disorder characterised by impulsivity that commences in childhood and is often observed in
conduct disorder and antisocial personality disorder'’. Indeed, as proposed by the pathways model of GD, the
third subgroup of addicted gamblers, is differentiated by features of impulsivity and antisocial personality dis-
order and attention deficit'®. In this vein, our group examined the association between ADHD symptomatology,
emotion regulation and GD®. It showed greater emotional dysregulation and GD severity among patients with
GD who had ADHD symptoms. Hence, T allele of rs6489630 would be potentially associated with the presence
of GD. Future research may consider underlying genetic features common to both ADHD and GD.

Single marker analysis has also shown a strong association between CNTFR rs3763614 variant and GD, with
a heterozygous advantage model of inheritance. Although this model of inheritance has received little atten-
tion, up to 50% of all gene associations in psychiatric disorders have been shown to occur under a heterozygous
advantage®”8,

At a molecular level, CNTF (i.e. CTNEFR ligand) showed to have an important effect on appetite and energy
expenditure®’°. This leptin-like molecule activates signalling cascades in the hypothalamic nuclei involved
in feeding control’'~*. Our findings, in line with previous studies, suggest the existence of a common genetic
pathway that could validate the NTF hypothesis role in some disorders related to impulsivity™.

Both single and multiple-marker analysis also showed a strong association between NTRK2 and GD, specifi-
cally with two genetic variants, namely rs11140783 and rs3739570. Moreover, a haplotype block was manually
defined for these two SNPs, showing a significant association of haplotype CC with the risk of GD. As several
studies have shown that both BDNF and NTRK?2 (i.e., BDNF receptor) are involved in the regulation of eating
behaviours and energy balance’ 7>, it is not surprising that this receptor appears to be associated with GD. Engag-
ingly, NTRK2 can also alternatively bind NTF3, also showing to be significantly associated with GD. Although
this factor is less efficient in activating NTRK2, it appears to regulate neuron survival through this receptor’®”’.
Again, these results support the idea of a common genomic pathway that may help to explain the aetiopatho-
genesis of impulse control disorders, such as EDs and GD.

The analysis of the 3D structure of chromatin inside the nucleus has revealed the existence of hierarchical
chromatin organization; compartments, topologically associating domains (TADs), sub-TADs, insulated domains
and chromatin loops. The importance of the spatial organization of DNA for transcriptional regulation is now
widely accepted’®-%. We used publicly available Hi-C data to explore spatial proximity of our distant genetic
variants. At an intragenic level, we found a slight interaction between variants rs6332, rs6489630 and rs7956189
located in the NTF3 gene. Similarly, rs3739570 and rs10780695 on the NTRK2 gene could be also interacting
in the nucleus. Although phenotypic consequences of the interactions’ disruption and domains emerging from
Hi-C experiments are still controversial, several works showed extremely subtle changes in contact frequencies
associated with large differences in gene expression®!. Whether this could be the case for the NTFs loci discussed
here remains to be addressed.

A couple of final considerations on Hi-C data would be that it was obtained from human embryonic stem cells
(hESC), highlighting the importance of these interactions before the neuronal lineage is specified. Moreover, as
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Control

(n=191) GD (n=166) GD (n=166)
Sociodemographic variables | n % n % 4 GD related variables | Mean | SD
Sex
Women 113 592% |14 8.4% <0.001 | Age of onset of GD 33.8 11.6
Men 78 40.8% | 152 91.6% Duration of GD 13.6 8.3
Education
Primary 41 21.5% | 120 72.3% | <0.001 | DSM-5 criteria for GD | 7.2 2.1
Secondary 35 18.3% |39 23.5% Gambling activities n %
University 115 60.2% |7 4.2% Slot-machines 149 89.8%
Employment
Unemployed 6 3.1% |48 28.9% | <0.001 | Bingo 35 21.1%
Employed 185 96.9% | 118 71.1% Lotteries 13 7.8%

Mean | SD Mean | SD Casino 17 10.2%
Age (years-old) 42.4 11.7 39.9 12.4 0.049 Cards 11 6.6%

Table 2. Description of the samples. SD standard deviation.

chromatin contacts are dynamic, we can expect a different scenario when analysing it in tissues more relevant
to GD such as the neuronal lineages. Nevertheless, the data gathered here strongly suggests the existence of a
possible relationship between genetic and epigenetic mechanisms implicated in GD aetiopathogenesis.

Taken all together, our findings suggest the involvement of different members of the NTF signalling pathway,
and support the possibility that GD could be the result of an altered cross-regulation of the different NTFs, as
was previously proposed by Mercader et al.* regarding EDs. Indeed, a considerable crosstalk among intracellular
signaling pathways of NTFs has been previously reported®. So, genetic variants affecting the expression of several
NTF genes may alter biochemical interactions between ligands, their receptors and their intracellular target pro-
teins, that eventually alter neuronal functions. Moreover, results obtained in the present work strongly support the
existence of common biological mechanisms underlying several psychiatric disorders, which reinforce the idea
of shared core transdiagnostic features, such as impulsivity. This is in agreement with the three pathways model
of GD proposed by Blaszczynski and Nower!®, that integrates the complex array of biological, psychological and
sociodemographic determinants of GD. However, further studies are needed to better understand the exact role
of NTFs, and its implication in specific psychological processes.

The presence of a control group and the wide genetic analysis of the NTF genes variants are highlighted as part
of the strength of this work. Nevertheless, this study should be also seen considering some limitations, such as
bias due to the self-reported data in the clinical assessment or a modest sample size. We have computed statistical
power for the comparison of proportions for a total sample size of N =357 with a n-ratio equal to 191/166=1.15,
an alpha value equal to a=0.05 and different values of delta differences (d): (a) for identifying values of d=0.15
(differences of at least 15%), the power is 0.8182 (above the cut-off usually recommended as a reasonable balance
between Type I and Type II errors for research studies; (b) for identifying values of d=0.10 (differences of at least
10%), the power is decreased to 0.4722. Therefore, some of the comparisons of this work were underpowered,
and effects of practical importance could be not detected. Finally, in future studies, including larger samples and
the functional impact of selective genetic variants on the GD aetiopathology should be evaluated.

In conclusion, the present study suggests the involvement of different NTF and its receptors in GD aetiopatho-
genesis. Moreover, it proposes the possibility that genetic predisposition to GD may be the result of an altered
cross-regulation of different members of the NTF signalling pathway. Our findings provide further evidence
regarding the existence of an interesting genetic and epigenetic pathway that could validate the NTF hypothesis
role in the development of psychiatric disorders®#.

Methods

Participants. Entry into the study was between January 2005 and June 2006. The sample included a clini-
cal group of n=166 patients with GD consecutively admitted to the Outpatient GD Unit in the Department of
Psychiatry at the University Hospital of Bellvitge. All the subjects of this group fulfilled the DSM-IV criteria for
GD as determined by a face-to-face semi-structured clinical interview (SCID-I)3>%. The control group included
n=191 participants, recruited via advertisement in the catchment area. Table 2 includes groups description.

Clinical assessment and procedure. Diagnostic Questionnaire for Pathological Gambling According to
DSM criteria®”: a 19 items self-report questionnaire used for diagnosing GD according to DSM-IV-TR®. The
Spanish version of the questionnaire obtained satisfactory psychometric properties (Cronbach’s alpha a=227
0.81 for a population-based sample and «=0.77 for a clinical sample)*. Additional socio-demographic and
clinical information (e.g. age of onset, duration of GD) were also assessed using a semi-structured face-to-face
clinical interview described elsewhere®.
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SNP genotyping. Single nucleotide polymorphisms (SNPs) of several NTF genes [nerve growth factor
(NGF) gene and its receptor (NGFR), neurotrophic tyrosine kinase receptor type 1 (NTRK1), type 2 (NTRK2)
and type 3 (NTRK3), BDNE NTF3, NTF4, ciliary neurotrophic factor (CNTF), and its receptor (CNTFR)] were
selected and genotyped as previously described by Mercader, Saus et al.*. Only SNPs were considered for fur-
ther analysis, as they have a unique mapping location on the NCBI B34 assembly and a minor allele frequency
(MAF) higher than 10%. Bins of common SNPs in strong LD, as defined by R2 higher than 0.85, were identified
within this data set by using HapMap-LDSelect-Processor, which uses the ‘LD Select’ method to process Hap-
Map genotype dump format data corresponding to the locus region for each gene, covering the entire gene and
10 kb upstream and downstream the gene. One hundred and eighty-three TagSNPs were selected for coverage
of all bins for a total of 10 genes.

Next, Tag-SNPs were genotyped using the SNPlex Genotyping System (Applied Biosystems, Foster City, CA,
USA) at the genotyping facilities of CeGen, in the Barcelona Node (Centro Nacional de Genotipado, Genoma
Espafia). To examine the reliability of the new genotyping and the coincidence of genotype calls between the
two time-independent projects, the new batch included the same DNA control samples used in Mercader, Saus
et al.*® namely six samples corresponding to two HapMap reference trios: samples NA10860, NA10861, NA11992,
NA11993,NA11994 and NA11995 (family numbers CEPH131 and CEPH132). Both genotype concordance and
correct Mendelian inheritance of these samples in the two different batches was verified using SNPator (http://
www.cegen.org). Of the whole available sample, genotyped SNPs, which had a call rate lower than 80%, were
outside Hardy Weinberg equilibrium (HWE), or were monomorphic and not considered for the analyses (n=25).

Statistical analyses. Haploview4.2 for Windows® was used to analyse the LD and haplotype construction,
as well as the risk association between the SNPs (single markers) and the haplotypes with GD diagnosis. In this
study, the default parameters of the program were used: cut-off equal to 0.001 for the Hardy—-Weinberg equilib-
rium test (HWE), minimum genotype 75% and minimum minor allele frequency equal to 0.001. The linkage
case—control format was defined for the data file, and the haplotype block recognition was based on Gabriel’s
algorithm®!, which uses the Hedrick’s multiallelic D’ to measure the degree of LD between the blocks (consider-
ing each haplotype within a block as an “allele” of that region) (the coefficient D’ goes into the range — 1 to+1:
D'=0 indicates that the two markers are independent [perfect equilibrium] and D'=1 indicates that no more
than 3 of the 4 possible haplotypes are being observed in the sample [complete disequilibrium]).

Statal6 for Windows was used to perform other statistical analysis. T-test procedures compared means of
data, and chi-square test (x?) and logistic regressions compared proportions of data and assessed the discrimi-
native capacity of the SNPs to identify the presence of GD. Due to the multiple null-hypothesis tests, increase in
Type-I error was controlled with Simes’ correction method, based on the ordered p-values, less conservative than
the classical Bonferroni procedure and particularly useful when several correlated test statistics are involved®*.

Exploratory functional element analysis. The identification of regulatory elements overlapping the
identified SNPs variants associated to GD was performed using SCREEN, a web interface for searching and
visualizing the Registry of candidate cis-Regulatory Elements (cCREs) derived from ENCODE data®.

The putative effect of variants analysed on TF binding motifs were computationally analysed via JASPAR.
It is the largest open access database of matrix-based nucleotide profiles describing the binding preference of
transcription factors from multiple species. JASPAR CORE database (http://jaspar.genereg.net/, version 5.0)
contains a curated and non-redundant set of profiles derived from published collections of experimentally defined
transcription factor binding sites for eukaryotes®. Here, we used the UCSC Genome Browser Track Hub that
represents genome-wide predicted binding sites for TF binding profiles in the JASPAR database CORE collec-
tion. We then assessed whether the SNPs analysed were overlapping core consensus TF binding sequences and
as such, they could potentially disrupt the binding of transcription factors or change their binding affinity. Only
human matrix models were selected, and motifs with JASPAR score 5 were listed.

Finally, UCSC Genome Browser Hi-C and Micro-C Track Search feature (http://genome.ucsc.edu/) was used
to explore potential interactions of heatmaps of chromatin folding between our candidate genetic variants. A
high score between two regions suggests that they probably interact, or they are in proximity in 3D space within
the nucleus of a cell. In the track display, this is shown by a more intense colour in the heatmap, or by an arch.

Ethics. The study procedures were carried out in accordance with the Declaration of Helsinki. The University
Hospital of Bellvitge Ethics Committee of Clinical Research approved the study (reference: 307/06). All the par-
ticipants provided voluntary-signed informed consent and received no financial remuneration. Psychometric
assessments were carried out by experienced psychologists and psychiatrists in the field of GD, at the Outpatient
GD Unit.

Data availability

The genetic data analysed in the present project is part of a clinical database and cannot be shared publicly. In
their informed consent, patients signed a document providing their genetic and clinical data to the hospital. For
this reason, all this information is stored in a repository at the hospital’s research center (datamanagement@
idibell.cat). However, it would be available upon contact with the corresponding author.
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MATERIAL, METODOS Y RESULTADOS

ESTUDIO 11

Titulo del articulo

Underlying Mechanisms Involved in Gambling Disorder Severity: A Pathway Analysis

Considering Genetic, Psychosocial, and Clinical Variables.

Mecanismos subyacentes implicados en la gravedad del trastorno de juego: Analisis de

Pathways incluyendo factores genéticos, psicoldgicos y clinicos.
Resumen

Introduccion. El Trastorno de juego (TJ) se define como una entidad clinica compleja 'y
de etiologia multifactorial, en la que se involucran tanto factores biol6gicos como
ambientales. Desde la perspectiva genética, algunos polimorfismos de genes de la familia
de las neurotrofinas (NTF) se han asociado con el riesgo de desarrollar un TJ. Sin
embargo, hasta la fecha, su relacion con la gravedad del trastorno no ha sido explorada.

Objetivos. El objetivo de este estudio fue la identificacion de vias subyacentes a la
gravedad del TJ, considerando la asociacion de factores genéticos, clinicos y

psicoldgicos.

Metodo. La muestra estuvo compuesta por 146 pacientes adultos (91.8% varones; media
de edad de 40.2+ 12.5 afios) con diagnostico de TJ segun criterios DSM que habian
solicitado tratamiento especializado en régimen ambulatorio en la Unidad de Adicciones
comportamentales del Hospital Universitario de Bellvitge (Barcelona). Mediante el
andlisis de pathways implementado con modelos de ecuacion estructural se evalud la
relacion entre diferentes variables genéticas, clinicas y psicoldgicas en su asociacion con
la gravedad del TJ, incluyendo la exploracion de efectos directos e indirectos entre
variables. En este analisis se incluyeron 4 polimorfismos de nucleétido Gnico (SNP) de la
familia NTF (rs7956189 en el gen NTF3; rs3763614 en el gen CNTFR; rs11140783 y
rs3739570 en el gen NTRK2) y tres haplotipos (Bloque 1: rs6489630 y rs7956189 en el
gen NTF3; Bloque 2: rs4412435, rs10868241, and rs4361832 en el gen NTRK2; Bloque
3. rs11140783 y rs3739570 en el gen NTRK2) que se habian encontrado

significativamente asociados con un mayor riesgo de desarrollar un TJ en un estudio
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previo. Las variables clinicas y psicoldgicas (sociodemogréaficas y relacionadas con la
conducta de juego y su gravedad, personalidad, psicopatologia general) fueron evaluadas
mediante una entrevista clinica semiestructurada y una bateria de pruebas psicométricas
autoreportadas (SOGS, Criterios DSM, TCI-R, SCO-90R), previamente al inicio del

tratamiento especializado.

Resultados. La presencia de la variante no protectora del Blogque 2 (genotipo TGG, gen
NTRK?2) se asoci6 con un perfil de personalidad mas disfuncional (menor consciencia de
trastorno) y este rasgo, a su vez, se relacion6 con un peor estado psicopatologico. EI SNP
rs3763614 (genotipo CC, gen CNTFR) se vincul6 con un peor estado psicopatolégico. Se
describié una correlacion positiva entre el estado psicopatoldgico y la gravedad del TJ,
definida en base a los criterios DSM-5.

Conclusiones. Los resultados de este estudio sugieren la presencia de interacciones
complejas entre variantes genéticas de la familia NTF y distintos factores
biopsicosociales, algunos de las cuales han sido asociados con la etiopatogenia y la
gravedad del TJ.
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Abstract: Gambling Disorder (GD) has a complex etiology that involves biological and environmental
aspects. From a genetic perspective, neurotrophic factors (NTFs) polymorphisms have been associated
with the risk of developing GD. The aim of this study was to assess the underlying mechanisms
implicated in GD severity by considering the direct and mediational relationship between different
variables including genetic, psychological, socio-demographic, and clinical factors. To do so, we used
genetic variants that were significantly associated with an increased risk for GD and evaluated its
relationship with GD severity through pathway analysis. We found that the interaction between
these genetic variants and other different biopsychological features predicted a higher severity
of GD. On the one hand, the presence of haplotype block 2, interrelated with haplotype block
3, was linked to a more dysfunctional personality profile and a worse psychopathological state,
which, in turn, had a direct link with GD severity. On the other hand, having rs3763614 predicted
higher general psychopathology and therefore, higher GD severity. The current study described the
presence of complex interactions between biopsychosocial variables previously associated with the
etiopathogenesis and severity of GD, while also supporting the involvement of genetic variants from
the NTF family.

Keywords: gambling disorder; severity; neurotrophic genes; socio-demographics; personality traits;
psychopathology

1. Introduction

Gambling is a ubiquitous and generally acceptable activity in our society [1]. Although
most people gamble without suffering health issues, some individuals develop gambling
disorder (GD) [2]. According to the Diagnostic and Statistical Manual of Mental Disorders

Nutrients 2023, 15, 418. https://doi.org/10.3390/nu15020418

https:/ /www.mdpi.com/journal /nutrients


https://doi.org/10.3390/nu15020418
https://doi.org/10.3390/nu15020418
https://creativecommons.org/
https://creativecommons.org/licenses/by/4.0/
https://creativecommons.org/licenses/by/4.0/
https://www.mdpi.com/journal/nutrients
https://www.mdpi.com
https://orcid.org/0000-0001-6308-3198
https://orcid.org/0000-0002-8070-9938
https://orcid.org/0000-0002-2968-9898
https://orcid.org/0000-0002-3596-8033
https://doi.org/10.3390/nu15020418
https://www.mdpi.com/journal/nutrients
https://www.mdpi.com/article/10.3390/nu15020418?type=check_update&version=1

Nutrients 2023, 15, 418

20f16

(DSM-5), GD is an addictive disorder characterized by recurrent gambling that leads to
severe psychological, social, and economic consequences [3]. Moreover, recent changes in
availability, promotion, and legislation of gambling activity have resulted in an unprece-
dented growth of the gambling industry, also accompanied by remarkable increases in the
GD prevalence [4,5]. In Europe, GD prevalence is up to 3% while in North America and
Asia it increases to 5% and 6%, respectively [6,7]; it is therefore defined as a major public
health issue which needs to be properly addressed [8].

Even though GD is a relatively recently recognized mental disorder, several risk
factors have already been identified that involve individual or biological variables and
environmental factors [9]. For instance, cultural background and gambling availability, as
well as socio-demographic characteristics (i.e., being single and having low socioeconomic
and educational levels) of the individuals who gamble play an important role in the
development of the disorder [1,10]. Similarly, being male [11,12] and young [10,13] have
been classically considered individual risk factors for GD. Moreover, compared to women,
men present an early GD onset [14,15], although the time between the onset of gambling
activity and the development of gambling problems appears to be shorter in women
(i.e., telescoping effect) [16,17]. Likewise, both males and younger people have preferences
for strategic gambling where the gambler’s skills play a role in the result of the gambling
activity regardless of chance (e.g., casino, cards, sports betting) [9]. Noticeably, they usually
bet higher amounts of money than their counterparts [18], which previous literature has
linked to the severity of the disorder [19]. In contrast, women and older individuals are
characterized by non-strategic gambling preferences (e.g., bingo, lotteries, slot machines)
and higher frequency of comorbid general psychopathology (e.g., anxiety, depressive
symptoms) [20]. In fact, a worse psychological state has been associated with the severity
of gambling behavior among people with GD [21].

In this line, psychological variables have also been of interest and several studies
have found that impulsivity is a nuclear characteristic of addictive-related disorders [22].
Indeed, higher scores on impulsivity measures and related constructs such as personality
traits (i.e., sensation seeking) have been described in GD [22] that are, overall, linked to
younger age, gambling preferences, and higher GD severity [23-25]. Individuals with high
impulsivity are usually younger males with preferences for strategic gambling, whereas
characteristic traits for individuals with a personality profile defined by high harm avoid-
ance tend to be female sex, older age, higher emotional vulnerability, and non-strategic
gambling preferences [20,26]. Taken together, these findings point to the fact that GD
represents a phenotypically heterogeneous disorder [27,28].

From a genetic perspective, several studies have shown that inherited factors account
for approximately 50% of the risk for GD [29,30]. Hence, genetic mechanisms underlying
GD onset, maintenance, and severity are of particular interest. Before genome-wide as-
sociation studies (GWAS) were made possible in GD, molecular genetic studies applied
candidate gene approaches, mainly reporting an involvement of neurochemical systems,
such as the dopaminergic and serotonergic systems [9]. Although GWAS have made con-
siderable progress towards an understanding of many complex diseases [31], the single
case—control GWAS study in GD did not identify significant regions associated with the
disorder. However, an association between a polygenic risk score for alcoholism and sever-
ity of problem gambling was reported, which also supported the idea of a link between
different psychiatric disorders, such as addictive-related disorders (e.g., substance use
disorders and GD), based on shared biopsychosocial vulnerability features [32,33].

Searching for potential genetic targets, previous studies have associated neurotrophic
factors (NTF) with the pathophysiology of neuropsychiatric disorders [34,35]. Precisely,
a recent study by our group [36] analyzed the involvement of NTF genetic variants in
the vulnerability of developing GD. As interesting results, some genetic polymorphisms
related to neurotrophin 3 (NTF3) and the BDNF’s tyrosine kinase receptor type 2 (NTRK2)
genes were significantly related to a higher risk for GD.
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The dysfunctions found in these genetic variants may have endocrine implications
since the expression of the corresponding endogenous ligands would be altered and
would therefore imply changes in normal brain signaling cross-talk. Specifically, NTF3
develops neurogenetic and neuroprotective functions in dopaminergic and noradrenergic
neurons [37] that are involved in addiction and rewards pathways [38,39]. Meanwhile,
NTRK2 binds the brain neurotrophic factor (BDNF), which has been the most studied NTF
among addictive-related disorders to date [34,40,41]. In GD, an increase in its circulating
concentrations has been described, as well as an association between BDNF concentrations
and GD severity [42—45]. At the same time, NTRK2 seems to be binding not only BDNF
but also NTF3 [46]. These findings support the involvement of the NTF family in the
pathophysiology of GD at both genetic and endocrine levels.

Going one step further, clinical implications of these findings should be highlighted
since genetic and endocrine dysfunctions in the complex NTF3 and its receptor (i.e., NTRK3),
as well as in NTRK2 and their targets (i.e., BDNF and NTE3), have also been reported
in affective disorders, attention deficit/hyperactivity disorder (ADHD), and eating disor-
ders (EDs), among others [47-50], which are not infrequently comorbid conditions with
GD [9,51]. With regard to the NTF family, these findings reinforced the idea of common
vulnerability factors among different psychiatric disorders, which may be underlying
transdiagnostic features, such as impulsivity [52,53].

At this stage, there has been a broad consensus that GD is a complex and hetero-
geneous disorder, and several phenotypic profiles of vulnerability have been identified,
which also influence its severity [28,54]. Furthermore, it has also been proposed that GD
probably relates to small genetic contributions in affected individuals’ interaction with
other biopsychosocial variables [9]. While the identification of risk factors associated with
the disorder has been crucial so far, a more comprehensive approach to the multifactorial
interplay (i.e., genotypic, and phenotypic factors) that underlies not only the development
but also the severity of GD would be truly valuable for clinical application.

Characterizing GD severity phenotypes and endophenotypes could also allow clin-
icians to design more personalized preventive and therapeutic interventions aimed at
modifying the course of the disorder since early clinical stages, with a special focus on
those people with more vulnerable characteristics. Furthermore, since research based on
the biological basis of GD is underexplored and no pharmacological treatment is officially
approved in GD to date, a growing body of knowledge related to biological mechanisms
involved in GD could help to elucidate new biological therapeutic targets, such as those
related to the NTF family.

Regrettably, the complex relationship between genotypic and phenotypic features
(e.g., genetic, psychological, clinical, and socio-demographic factors, etc.) means that the
association between genotypes and phenotypes is not straightforward. To the best of our
knowledge, this is the first clinical study that examined potential interactions between
genotype and phenotype in GD with the aim of delineating profiles of vulnerability, which
could also predict GD severity. Regarding genetics, NTF genetic variants significantly
associated with an increased risk for GD were used [36]. Other biopsychosocial variables
were also assessed, namely socio-demographic features (i.e., sex, chronological age, civil
and employment status, educational level), personality profile, general psychopathology,
and some characteristics of the gambling behavior (i.e., age of GD onset, GD duration,
gambling preferences, gambling activity, debts, bets). For that purpose, whereas classical
approaches only allow researchers to test for genotype-phenotype associations, structural
equation models (SEM) are a powerful tool to model complex interactions between risk
factors and consider the direct and indirect (mediational) links between a broad set of
biopsychosocial variables.

Bearing all this in mind, we hypothesized the existence of interactions between genetic
polymorphisms and GD severity. Therefore, the presence of certain genetic variants would
not only predict the presence of the disorder [36] but also its severity. However, considering
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that GD is a complex multifactorial entity, we also envisaged a mediational role of other
biopsychosocial factors in this interaction between genetics and GD severity.

2. Materials and Methods
2.1. Participants and Procedure

The sample was composed of 146 adult outpatients with GD linked to the Behavioral
Addictions Unit in the Department of Psychiatry at the Bellvitge University Hospital
(Catalonia, Spain). All patients in this study fulfilled the DSM-5 criteria for GD [3]. The
recruitment took place between January 2005 and June 2006 [36]. They were evaluated at
the Behavioral Addictions Unit in the Department of Psychiatry at the Bellvitge University
Hospital (Catalonia, Spain). The assessment consisted of two pre-treatment sessions. In
the first session, a semi-structured clinical interview [55] was conducted by experienced
psychologists and psychiatrists with a large clinical and research trajectory in the field of
behavioral addiction such as GD. In the second session, psychometric assessments and
biological samples to analysis genetic variables were obtained. We received completed
clinical assessments and biological samples analysis from all the participants included in
this study.

2.2. Clinical Measurements

Diagnostic Questionnaire for Pathological Gambling According to DSM criteria [56]; Spanish
validation [15]. This is a self-report questionnaire with 19 items, coded in a binary scale
(yes—no), which is used for the GD diagnosis regarding DSM-IV-TR [57] and DSM-5 [3]
criteria. In our sample, the internal consistency was adequate (Cronbach’s alpha « = 0.81).

South Oaks Gambling Screen (SOGS) [58]; Spanish validation [59]. This questionnaire
assesses cognitive, emotional, and behavioral aspects related to problem gambling by
measuring the severity of gambling activity (responses ranging from 0 to 20). With 20 items,
it allows for the differentiation between non-problem gambling (from 0 to 2), light problem
gambling (from 3 to 4), and problem gambling (from 5 to 20, with higher scores being
indicative of higher gambling severity). In our study, the internal consistency was adequate
(c=0.79).

Symptom Checklist-90 Items Revised (SCL-90-R) [60]; Spanish validation [61]. This is
a self-report questionnaire with 90 items that explores psychological distress and psy-
chopathology using 9 symptomatic dimensions: somatization, obsession-compulsion, inter-
personal sensitivity, depression, anxiety, anger-hostility, phobic anxiety, paranoid ideation,
and psychoticism. It also includes three global indices: Global Severity Index (GSI), Positive
Symptom Total (PST), and Positive Symptom Distress Index (PSDI). In our sample, the
internal consistency was excellent (« = 0.98).

Temperament and Character Inventory-Revised (TCI-R) [62]; Spanish validation [63]. Per-
sonality traits are evaluated according to seven personality factors that are divided into
four factors for temperament (sensation seeking, harm avoidance, reward dependence and
persistence) and three for character (self-directedness, cooperation, and self-transcendence).
This questionnaire consists of 240 items. The internal consistency in our study ranged
between a= 0.71 (novelty seeking) and «= 0.85 (persistence).

2.3. Other Variables

Additional socio-demographic (i.e., sex, chronological age, civil status, educational
level, and employment status) and clinical variables related to gambling (i.e., age of GD
onset and GD duration, type of gambling which motivated seeking-treatment, and type of
gambling modality regarding the preference for strategic gambling, non-strategic or mixed,
the presence of debts, and maximum bets) were measured within the first pre-treatment
evaluation session [64].
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2.4. Genetic Information

Since this study is a continuation of a previous work by our group, genetic data
analyzed in the present study came from the analysis performed by [36]. Briefly, single
nucleotide polymorphisms (SNPs) of several NTF genes (nerve growth factor (NGF) gene
and its receptor (NGFR), neurotrophic tyrosine kinase receptor type 1 (NTRK1), type 2
(NTRK2) and type 3 (NTRK3), BDNF and neurotrophins 3 and 4/5 (NTE3, NTF4), ciliary
neurotrophic factor (CNTF), and its receptor (CNTFR) were selected and genotyped as
previously described by Mercader, Saus et al. [50]. Overall, 183 SNPs were genotyped
using the SNPlex Genotyping System (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA) at the
genotyping facilities of CeGen in the Barcelona Node (Centro Nacional de Genotipado,
Genoma Espafia). Of the whole available sample, genotyped SNPs which had a call
rate lower than 80%, were outside the Hardy—Weinberg equilibrium (HWE), or were
monomorphic, were not considered for further analyses (1 = 25).

2.5. Statistical Analyses

Statistical analysis was conducted using StatalZ for Windows. The underlying mecha-
nisms between the variables of the study were assessed using path analysis, a straightfor-
ward extension of multiple regressions used for modeling a set of hypothesized associations
into a group of variables, including direct and indirect effects (mediational links) [65]. Path
analysis is currently employed for both exploratory and confirmatory modeling, and
therefore it allows theory testing and theory development [66]. In this work, path analy-
sis was implemented through structural equation modeling (SEM), all parameters were
free-estimated, and the maximum-likelihood method of parameter estimation was used.
Because of the existence of multiple dimensions for the personality profile, a latent variable
was defined by the observed indicators measured with the TCI-R scores, which allowed the
data structure to be simplified and facilitated a more parsimonious fitting [67]. Addition-
ally, with the aim to obtain a final parsimonious model and increase statistical power, an
initial model that included all the potential associations between the variables was defined.
Next, parameters without significant tests were deleted, and the model was respecified
and readjusted. Adequate goodness-of-fit was evaluated for nonsignificant results in the
chi-square test (x2), root mean square error of approximation RMSEA < 0.08, Bentler’s
Comparative Fit Index CFI > 0.90, Tucker—Lewis Index TLI > 0.90, and standardized root
mean square residual SRMR < 0.10 [68].

3. Results
3.1. Description of the Participants and Distribution of the Genetic Measures

Table 1 summarizes the distribution of socio-demographic and clinical variables in
the study. Most participants were men (n = 134, 91.8%), married (n = 83, 56.8%) or sin-
gle (n = 46, 31.5%), with low education levels (primary, n = 104, 71.2%), and employed
(n =100, 68.5%). Mean age was 40.2 years (SD = 12.5), mean age of GD onset was 34.2 years
(SD =11.9), and mean duration of the gambling problems was 13.7 years (SD = 8.6). The
gambling preference with the highest prevalence was non-strategic (n = 125, 85.6%), fol-
lowed by mixed gambling (non-strategic and strategic, n = 16, 11.0%). Slot machines were
the games with the highest prevalence (n = 131, 89.7%), followed by bingo (n = 32, 21.9%),
casino (n = 15, 10.3%), lotteries (n = 13, 8.9%), and cards (1 = 10, 6.8%).

Table 2 summarizes the distribution of the genetic variables in the study, all of which
were identified in the study by Solé-Morata et al. [36]. We included four single SNPs
significantly related to GD according to different genetic models: (a) rs796189, the presence
of genotype “AG/GG” (dominant model) and “AG” (overdominant model); (b) rs3763614,
the presence of genotype “CC” (codominant and dominant models) and genotype “CC/TT”
(overdominant model); (c) rs11140783, the presence of genotype “CC” (codominant model);
and, (d) rs3739570 the presence of genotype “CC” (dominant model) and “CC/TT” (over-
dominant model).
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Table 1. Descriptive for the sample (n = 146).

Socio-Demographics n %
Sex Women 12 8.2%
Men 134 91.8%
Civil status Single 46 31.5%
Married—couple 83 56.8%
Divorced—separated 17 11.6%
Education level Primary 104 71.2%
Secondary 36 24.7%
University 6 4.1%
Employment status Unemployed 46 31.5%
Employed 100 68.5%
Age-onset-duration Mean SD
Chronological age (years-old) 40.2 12.52
Onset of gambling problems 3424 11.89
Duration of gambling problems 13.72 8.60
Gambling activity (reason treatment) n Y%
Slot-machines 131 89.7%
Bingo 32 21.9%
Lotteries 13 8.9%
Casino 15 10.3%
Cards 10 6.8%
Preference (reason treatment) n %
Only non-strategic 125 85.6%
Only strategic 5 3.4%
Both (non-strategic and strategic) 16 11.0%
Bets Median IOR
Maximum euros per episode 400 300
Debts due to gambling activity n %
Yes 100 71.9%
No 46 28.1%

Note. SD: standard deviation. IQR: interquartile range.* Defined as the risk condition for the sample.

Table 2. Distribution of the genetic variables in the study (1 = 146).

%

n o/o n

Block 1 (SNPs: 56489630, rs7956189) SNP: rs7956189  AA
Haplotype A 85 58.2% AA 98 67.1%
TA 13 8.9% AG* 45 30.8%
TG* 48 32.9% GG * 3 2.1%

Block 2 (SNPs: rs4412435, rs10868241, rs4361832) SNP: rs3739570 CE
Haplotype CAA 2 1.4% cC* 130 89.0%
CAG 4 2.7% CT 15 10.3%
CGG 9 6.2% TT 1 0.7%

et 131 go70, ~ SNPrs7elel4  CC
Block 3 (SNPs: 511140783, rs3739570) cC+ 137 93.8%
Haplotype cCc* 119 81.5% CT 9 6.2%

o SNP: rs11140783

CT 14 9.6% s
TC 13 8.9% cC* 133 91.1%
CT 13 8.9%

Note. SNP: single nucleotide polymorphism. * Defined as the risk condition for the sample.

We also analyzed three haplotypes significantly related to GD. Haplotype block 1
included SNPs rs6489630 and rs7956189 in the NTF3 gene, and haplotype “TG” was
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significantly related to an increase in the risk of GD (p = 0.045); haplotype block 2 included
the SNPs rs4412435, rs10868241, and rs4361832 in the NTRK2 gene, and haplotype CAG
(p = 0.048) was related to a decreased risk of GD. Finally, haplotype block 3, defined by the
SNPs rs11140783 and rs3739570 among the NTRK2 gene, showed a significant association
of haplotype CC with an increased risk of GD (p = 0.012) [36].

3.2. Path Analysis

Table 3 shows the association between the genetic variables. Because of the strong
association between haplotype 1 with rs7956189 (Cramer-V = 1.00) and haplotype 3 with
rs3739570 (Cramer-V = 0.737), both SNPs were excluded from the path analysis.

Table 3. Association of the genetic variables in the study (1 = 146).

Cramer-V Values 2 3 4 5 6 7

1 Haplotype-1 —0.003 —0.042 1.000 —0.035 —0.124 —0.088
2 Haplotype-2 — 0.187 —0.003 0.315 —0.087 —0.106
3 Haplotype-3 — —0.042 0.737 —0.122 0.656
4 rs7956189 — —0.035 —0.124 —0.088
5 rs3739570 — —0.090 0.044
6 rs3763614 — —0.080
7 rs11140783 —

Note. SNP: single nucleotide polymorphism. Haplotype 1: SNPs: rs6489630, rs7956189. Haplotype 2: SNPs:
rs4412435, rs10868241, rs4361832. Haplotype 3: SNPs: rs11140783, rs3739570.

Figure 1 includes the path diagram with the standardized coefficients for the final
model. Adequate goodness-of-fit was achieved: x2 = 95.99 (p = 0.239), RMSEA = 0.027 (95%
confidence interval: 0.001 to 0.054), CFI = 0.970, TLI = 0.963 and SRMR = 0.059. The global
predictive capacity valued with the coefficient of determination was CD = 0.490.

Haplotype; block1 —— 0.17 / Debts (euros)
Haplotype; block2 |—— 0.18 Bets (episode)
0.19 Age of onset
0.16 -0.14 0.36
Haplotype; block3 <0-85 0.16
Gambling: strategic
Age (yrs-old)
SNP:rs3763614 — 020
0.15 \ GD: DSM-5 crit.
0.37

Sex:male — —0.26 —— > Personality
(TCI-R)

061 > Psychopathology

/ 0.50 0.50 -0.27 -0.72 -0.45
Novelty seeking Harm-avoidance Reward-depend. Self-directedn. Cooperativen.

Figure 1. Path diagram: standardized coefficients (n = 146). Note: Only significant param-
eter estimates were retained in the final model. SNP: single nucleotide polymorphism. GD:
Gambling Disorder.

The risk group for haplotype block 1 predicted higher debts due to gambling behav-
ior, the group carrying the non-protective allele for haplotype block 2 predicted higher
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bets in the gambling episodes, and the risk group for SNP rs3763614 predicted worse
psychopathological state. Within the SEM, no direct effect was observed for haplotype
block 3 (this predictor only significantly correlated with haplotype 2), and SNP rs11140783
was excluded since there were no significant associations within the structural paths. No
mediational links appeared between the genetic variables with socio-demographics (sex
and age), personality and gambling-related measures.

The latent variable with the personality profile retained five TCI-R scales with signifi-
cant coefficients (persistence and self-transcendence were excluded because of estimates
with p > 0.05). Based on the coefficient’s values, higher scores in the latent variable are
characterized by higher scores in novelty seeking and harm avoidance, and lower scores in
reward-dependence, self-directedness, and cooperativeness. In addition, higher scores in
this latent measure were associated with a worse psychopathological state, and it was also
a mediational link in the relationships between sex and psychopathology.

The remaining significant associations in the diagram indicated that younger age was
a predictor of higher bets per gambling episode and higher GD severity levels, while older
age predicted higher debts. Finally, strategic gambling was associated with higher bets.

Figure 2 includes the results of the path diagram of an additional SEM, which allows
assessing specific associations between the genetic variables with each personality dimen-
sion (the TCI-R variables retained in the model because of significant structural coefficients
were novelty seeking, harm avoidance, and cooperativeness). Adequate goodness of fit
was achieved: x2 = 76.16 (p = 0.123), RMSEA = 0.038 (95% confidence interval: 0.001 to
0.066), CFI = 0.907, TLI = 0.901, and SRMR = 0.062. The global predictive capacity was
CD = 0.372. This new model showed a mediational link between genetic variables with
personality and psychopathology: carrying the non-protective variant of haplotype 2 was
related to a lower level in the cooperativeness factor, and lower values in this personality
dimension were a predictor of greater psychopathological problems.

Haplotype; block1 0.15 Debts (euros)
. .| 038
Gambling: strategic —————>|  Bets (euros)
Age of onset
0.17
0.85 - ]
y Novelty seeking 0.34 GD: DSM-5 crit.
Age (yrs-old) 76?2 0
: ' 0.20
-0.26 \ ) 0.28
Sex:male Harm-avoidance Psychopathology
0.16 \3 M

Haplotype: block2 : Cooperativeness

@19

Haplotype; block3

SNP: rs3763614 e

Figure 2. Path diagram: standardized coefficients (n = 146). Note: Only significant param-
eter estimates were retained in the final model. SNP: single nucleotide polymorphism. GD:
Gambling Disorder.
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4. Discussion

Most of the evidence accumulated suggests that the development and maintenance
of GD is associated with multiple biopsychosocial variables (e.g., genetics, psychological
features, socio-demographics, etc.) [18]. Apart from being identified as vulnerability factors,
elucidating the relationship between these genotypic and phenotypic features could allow
to define vulnerability profiles of GD [28,54]. Despite its potential clinical and therapeutic
implications, analyses based on the interaction between genotypic and phenotypic factors
in GD are lacking since there are difficulties in defining the associations between variables
under an integrative theoretical model as well as considering the complexity of the interplay
by the measurement of direct and mediational links between them.

Therefore, we aimed to assess whether NTF genetic variants previously associated
with the development of GD [36] were also associated with GD severity in terms of their
interaction with other different biopsychosocial variables. As we hypothesized, through
SEM analysis, we found that the presence of these genetic variants predicted a higher GD
severity, highlighting the mediational role of socio-demographic (e.g., sex, age), psycho-
logical (e.g., personality, and general psychopathology), and clinical variables related to
gambling activity (e.g., age of GD onset).

Overall, the socio-demographic and clinical characteristics of the patients agreed
with those described in previous studies by our group [28,69]. The diagrams showed a
strong correlation between the chronological age and the age of GD onset. Compared to
individuals with a later age of onset, those who started gambling earlier in adolescence had
more severe gambling problems (e.g., higher bets) [70]. In this line, younger age as well as
an early age of GD onset have been bidirectionally linked to higher novelty seeking, which
appears as a mediational factor in the pathogenesis and severity of GD [13,20]. Moreover,
this profile (i.e., younger individuals with an earlier age of onset and higher novelty
seeking) has been associated with lower levels of harm avoidance and cooperativeness, as
we shown when we individually analyzed personality dimensions [20]. Notably, this trend
is probably being accentuated by the advent of new technologies and changes in gambling
availability [71]. On the other hand, a worse psychopathological state was related to
older individuals with GD, which also predicted higher GD severity. Previous studies have
reported higher general psychopathology and higher frequency of psychiatric comorbidities
among older individuals with GD, previous to the development of this disorder [20,21].
Likewise, greater physical and psychological symptoms have also been described because
of GD, possibly contributing to amplifying this maladaptive behavior [72]. According
to our results, the multifactorial networks that mediate GD severity could be associated
with the patients” age. That is, higher GD severity was positively related to higher novelty
seeking scores in younger patients, who were also characterized by early age of GD onset
and higher bets. In contrast, a worse psychopathological state predicted GD severity among
older individuals with GD, who tended to develop GD later in life but to take on more
debt [21]. All these aspects support the heterogeneity of the disorder and the existence of
subtypes based on different phenotypes and endophenotypes of GD patients [54,73,74].

Analyzing the contribution of sex on the underlying mechanisms of GD severity, a
recent study showed that the complex links mediating GD severity were strongly related
to sex [75]. Thus, while higher GD severity was directly related to a higher cognitive bias
and a younger age of GD onset in men, GD severity was directly increased by younger
age of onset, higher cognitive bias, and lower self-directedness among women. In this
subgroup, lower socio-economic positions and higher levels in harm avoidance had an
indirect effect on GD severity, mediated by the distortions related to the gambling activity.
Going one step further, women generally seek treatment when they are older, and they
commonly show higher levels of associated psychopathology, especially depression and
anxiety, in comparison with men [76,77]. Along this line, although we failed to find a
significant association between age and sex, our SEM showed that being female was
positively associated with higher GD severity, and that this relationship appears to be
mediated by a latent personality variant. Higher scores in this latent variant were translated
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into higher harm avoidance and lower self-directedness, among other personality measured
dimensions. Furthermore, this latent variant predicted a worse psychopathological state.
Considering both SEM analyses, we hypothesize that being a woman with higher levels
of harm avoidance and a worse psychopathological state, despite lower scores in novelty
seeking, would predict higher GD severity. Although our findings could partially be
supported by the results of other studies, gender-specific studies focused on GD are
scarce, and women with GD have been understudied. Therefore, further work is needed
to better understand the differences between both sexes regarding GD severity and its
biological correlates.

Regarding the psychological profile of patients with GD, the final SEM exhibited
an already cited latent personality variable that directly predicted higher GD severity.
Although our latent variable did not allow us to individually estimate the association of
each personality dimension with the severity of GD, the whole picture was in agreement
with previous research [21,78]. Regardless of the differences that may exist by sex or
age, individuals with GD have been characterized as highly impulsive and usually show
high scores in novelty seeking and harm avoidance [79-81]. In addition, a previous study
by our group reported that novelty seeking and harm avoidance were positively and
directly associated with GD severity, and also that sensitivity to reward and to punishment
were meditational factors between these personality traits and GD severity [82]. In the
case of general psychopathology, a worse psychopathological state has been reported
among individuals with GD in comparison with the general population [83]. Interestingly,
psychological distress has been considered a trigger for developing GD as a maladaptive
strategy to regulate negative emotions [84]. Thus, the mediational role of these clinical
features between biological variables and GD severity further emphasizes the complex and
multifactorial etiology of GD [54,73,74].

While the results derived from the analysis of variables other than genetic traits are
in line with the existing literature, one of the strengths of this work lies in its analysis
of the associations between genetic risk variants for GD and the severity of the disorder.
Regarding haplotype block 1, the risk group predicted higher debts due to gambling
behavior in both SEM analysis. Although our study failed to find significant associations
between debts that were caused by gambling activity and GD severity, other studies have
reported a positive link [19].

Within the haplotype block 2, both SEM analyses suggested that the group carrying
the non-protective allele “CAG” is indirectly and positively associated with higher GD
severity. One the one hand, carrying the non-protective allele predicted higher bets in
the gambling episodes, which was, in turn, correlated with higher severity of GD. In
addition, younger age and strategic gambling were also related to higher bets per episode
of gambling, emphasizing the existence of complex interrelations between the different
variables. On the other hand, the non-protective allele was linked to lower cooperativeness,
which predicted higher general psychopathology. These clinical interactions were in line
with the results of previous studies. For example, a recent study based on cluster analysis
showed that the group of patients with higher gambling severity was characterized by
higher bets, younger age, early GD onset, a more dysfunctional personality profile, and
greater psychopathological distress [19]. Although no direct links were observed for the
risk group in haplotype block 3, it was significantly correlated with haplotype block 2,
which are both found in the BDNF receptor’s gene (NTRK2). As they are known to be
involved in some addictive-related disorders such as EDs [85,86], it is not surprising that
genetic variants on this gene would be associated with GD severity. To summarize, the
presence of haplotype block 2, interrelated with haplotype block 3, was associated with
a more dysfunctional personality profile and a worse psychopathological state, which, in
turn, had a direct link with GD severity.

Finally, the presence of a particular CNTFR variant (rs3763614) was indirectly linked
to GD severity through higher general psychopathology. At a molecular level, CNTF
(i.e., CTNEFR ligand) was shown to have an important effect on appetite and energy expen-



Nutrients 2023, 15, 418

11 of 16

diture [87,88]. Thus, in line with previous studies, our findings suggest the existence of a
common genetic pathway that could validate the NTF hypothesis role in some disorders
related to impulsivity, such as EDs and GD [50].

Even though our study adds value to explorations of the interactions between already
described phenotypic variables and genotypic features, genetic associations should be
considered cautiously. Thus, the present work has an exploratory nature, and a causal
relationship should not be established between these genetic markers and GD severity.
Since the multifactorial pathogenesis of GD is complex, further functional analysis that
includes larger samples, a wide range of genetic variants, and epigenetic influences, are
needed to understand their biological impact on GD severity. However, the identification of
genetic variants associated with the severity of a disorder, especially in the era of genomics,
could be interesting from a clinical perspective to improve treatment approaches based on
personalized medicine.

A deeper knowledge about the complex pathophysiology of GD, as well as a better
understanding of the biological factors underlying core clinical features in GD (e.g., genetics)
and their modulatory interaction with other biopsychosocial variables could facilitate the
identification of GD profiles with distinctive clinical implications in terms of, for example,
the severity of the disorder. As a result, more individualized preventive and therapeutic
strategies could be developed, which should be applied beginning in early clinical stages
with the intent of ameliorating a more deleterious clinical course, overall, in patients with
a more severe profile. Along this line, research based on biological therapeutic targets
in GD is still preliminary and scarce, and no pyschopharmalogical drugs are officially
approved for the treatment of GD [9,21]. Therefore, those studies that shed light on
potential biological targets associated with the disorder would be opening the door to
research into their treatment implications. According to previous literature, sharing risk
factors between some disorders (e.g., addictive and impulsive related disorders) would
not be uncommon [89,90]. This fact could also favor new avenues of treatment, such as
through testing pyschopharmalogical drugs that are used in other disorders other than
GD (e.g., substance use disorders), as these biological therapeutic targets may underlie
transdiagnostic phenotypic features (e.g., impulsivity) [52,53].

5. Conclusions

The present study described an interesting vulnerability model based on potential
interactions between genotypic (i.e., NTFs genes) and phenotypic features (i.e., socio-
demographic, psychosocial, and clinical factors) through SEM analysis. These results
provide a deeper insight into the biopsychosocial mechanisms underlying GD severity.
According to the idea that GD is a complex multifactorial disorder, the presence of non-
protective NTF genetic variants predicted a higher GD severity, with a mediational role
of variables such as age, sex, personality traits, general psychopathology, and clinical
features related to gambling behavior. Bearing the phenotypic heterogeneity of the disorder
in mind, this work also sheds new light regarding the existence of vulnerability profiles
whose identification would have potential applications in terms of diagnostic, preventive,
and therapeutic approaches. However, future research based on longitudinal designs,
with larger sample sizes and further functional analysis that includes not only the assess-
ment of other NTF genetic variants but also other genetic targets, or the assessments of a
wide range of biopsychosocial variables, are needed to consolidate these preliminary and
exploratory results.

Author Contributions: Conceptualization, N.S.-M., I.B., EE-A. and S.J.-M.; methodology, R.G. and
N.R,; formal analysis, R.G. and N.R; investigation, N.5.-M. and L.B.; data curation, N.S.-M. and L.B.;
writing—original draft preparation, N.S.-M. and I.B.; writing—review and editing, M.E., R.G., M.G,,
C.B,M.G.-P, LM, N.R, PG, FE-A. and S.J.-M; supervision, EE-A. and S.J.-M.; funding acquisition,
FEF-A. and S.J.-M. All authors have read and agreed to the published version of the manuscript.



Nutrients 2023, 15, 418 12 of 16

Funding: The present project has been founded by CERCA Programme/Generalitat de Catalunya
guaranteed institutional support. The work was also supported by grants from the Delegacion
del Gobierno para el Plan Nacional sobre Drogas (2019147 and 20211031), Ministerio de Ciencia e
Innovacion (PDI2021-1248870B-100), and Instituto de Salud Carlos III (ISCIII) (P120/00132), and
co-funded by FEDER funds/European Regional Development Fund (ERDF), a way to build Europe.
Additional support was received from EU Grant Eat2beNice (H2020-SFS-2016-2; Ref. 728018). CIBER-
Obn is an initiative of ISCIIL. IB was partially supported by a Post-Residency Grant from the Research
Committee of the University Hospital (2020-2021). This study has also been funded by Instituto
de Salud Carlos III through the grant CM21/00172 (IB) (Co-funded by European Social Fund. ESF
investing in your future). RG is supported by the Catalan Institution for Research and Advanced
Studies ICREA-Academia, 2021-Programme).

Institutional Review Board Statement: The study procedures were carried out in accordance with
the Declaration of Helsinki. The Ethics Committee of Clinical Research of the University of Barcelona
and Bellvitge University Hospital (Catalonia, Spain) approved the study (reference: 307/06). All the
participants provided voluntary-signed informed consent. They received no financial remuneration.

Informed Consent Statement: Informed consent was obtained from all subjects involved in the study.

Data Availability Statement: Individuals may inquire with the corresponding authors regarding
availability of the data as there are ongoing studies using the data and to preserve patient confiden-
tiality. Authors will consider requests on a case-by-case basis.

Acknowledgments: We thank CERCA Programme/Generalitat de Catalunya guaranteed institu-
tional support. We also thank the Ministerio de Ciencia, Innovacién y Universidades and the
Delegacion del Gobierno para el Plan Nacional sobre Drogas, Instituto de Salud Carlos III (ISCIII),
CIBERobn (an initiative of ISCIII), FEDER funds/European Regional Development Fund (ERDF), a
way to build Europe, and European Social Fund-ESF investing in your future. This study has also
been funded by Instituto de Salud Carlos III through the grant CM21/00172 (IB) (Co-funded by
European Social Fund. ESF investing in your future). RG is supported by The Catalan Institution for
Research and Advanced Studies ICREA-2021 Academia Program).

Conflicts of Interest: Fernando Fernandez-Aranda and Susana Jiménez-Murcia received consultancy
honoraria from Novo Nordisk, and Fernando Fernandez-Aranda editorial honoraria as EIC from
Wiley. The rest of the authors declare no conflict of interest. The rest of the authors declare no conflict

of interest.

References

1. Ji,LJ.; McGeorge, K.; Li, Y.; Lee, A.; Zhang, Z. Culture and gambling fallacies. Springerplus 2015, 4, 510. [CrossRef]

2. Potenza, M.N.; Kosten, T.R.; Rounsaville, B.J. Pathological Gambling. JAMA 2001, 286, 141. [CrossRef] [PubMed]

3. American Psychiatric Association. Diagnostic and Statistical Manual of Mental Disorders, 5th ed.; American Psychiatric Association:
Washington, DC, USA, 2013.

4. Abbott, M.W,; Romild, U.; Volberg, R.A. Gambling and Problem Gambling in Sweden: Changes between 1998 and 2009. ]. Gambl.
Stud. 2014, 30, 985-999. [CrossRef]

5. Abbott, M.; Romild, U.; Volberg, R. The prevalence, incidence, and gender and age-specific incidence of problem gambling;:
Results of the Swedish longitudinal gambling study (Swelogs). Addiction 2018, 113, 699-707. [CrossRef]

6. Calado, F; Alexandre, J.; Griffiths, M.D. Prevalence of Adolescent Problem Gambling: A Systematic Review of Recent Research. J.
Gambl. Stud. 2017, 33, 397-424. [CrossRef] [PubMed]

7. Calado, F; Griffiths, M.D. Problem gambling worldwide: An update and systematic review of empirical research (2000-2015). J.
Behav. Addict. 2016, 5, 592-613. [CrossRef]

8. Thomas, S.L.; Thomas, S.D. The big gamble: The need for a comprehensive research approach to understanding the causes and
consequences of gambling harm in Australia. Australas. Epidemiol. 2015, 22, 39-42.

9. Potenza, M.N.; Balodis, .M.; Deverensky, J.; Grant, ].E.; Petry, N.M.; Verdejo-Garcia, A.; Yip, S.W. Gambling disorder. Nat. Rev.
Dis. Prim. 2019, 5, 51. [CrossRef]

10. Castrén, S.; Basnet, S.; Salonen, A.H.; Pankakoski, M.; Ronkainen, J.E.; Alho, H.; Lahti, T. Factors associated with disordered
gambling in Finland. Subst. Abus. Treat. Prev. Policy 2013, 8, 24. [CrossRef]

11. Hing, N.; Russell, AM.T.T,; Vitartas, P.; Lamont, M. Demographic, behavioural and normative risk factors for gambling problems
amongst sports bettors. J. Gambl. Stud. 2016, 32, 625-641. [CrossRef]

12.  Yicel, M.; Whittle, S.; Youssef, G.J.; Kashyap, H.; Simmons, J.G.; Schwartz, O.; Lubman, D.I.; Allen, N.B. The influence of sex,

temperament, risk-taking and mental health on the emergence of gambling: A longitudinal study of young people. Int. Gambl.
Stud. 2015, 15, 108-123. [CrossRef]


http://doi.org/10.1186/s40064-015-1290-2
http://doi.org/10.1001/jama.286.2.141
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/11448261
http://doi.org/10.1007/s10899-013-9396-3
http://doi.org/10.1111/add.14083
http://doi.org/10.1007/s10899-016-9627-5
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/27372832
http://doi.org/10.1556/2006.5.2016.073
http://doi.org/10.1038/s41572-019-0099-7
http://doi.org/10.1186/1747-597X-8-24
http://doi.org/10.1007/s10899-015-9571-9
http://doi.org/10.1080/14459795.2014.1000356

Nutrients 2023, 15, 418 13 of 16

13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.

21.

22.

23.

24.

25.

26.

27.

28.

29.

30.

31.

32.

33.

34.

35.

Jiménez-Murcia, S.; Granero, R; Tarrega, S.; Angulo, A.; Ferndndez-Aranda, F; Arcelus, J.; Fagundo, A.B.; Aymami, N.; Moragas,
L.; Sauvaget, A.; et al. Mediational Role of Age of Onset in Gambling Disorder, a Path Modeling Analysis. J. Gambl. Stud. 2016, 32,
327-340. [CrossRef] [PubMed]

Granero, R.; Penelo, E.; Martinez-Giménez, R.; Alvarez—Moya, E.; Gomez-Pefia, M.; Aymami, M.N.; Bueno, B.; Ferndndez-Aranda,
F.; Jiménez-Murcia, S. Sex differences among treatment-seeking adult pathologic gamblers. Compr. Psychiatry 2009, 50, 173-180.
[CrossRef]

Jiménez-Murcia, S.; Stinchfield, R.; Alvarez—Moya, E.; Jaurrieta, N.; Bueno, B.; Granero, R.; Aymami, M.N.; Gémez-Pefia, M.;
Martinez-Giménez, R.; Ferndndez-Aranda, F; et al. Reliability, validity, and classification accuracy of a spanish translation of a
measure of DSM-IV diagnostic criteria for pathological gambling. . Gambl. Stud. 2009, 25, 93-104. [CrossRef] [PubMed]

Grant, J.E.; Odlaug, B.L.; Chamberlain, S.R.; Schreiber, L.R.N. Neurocognitive dysfunction in strategic and non-strategic gamblers.
Prog. Neuro-Psychopharmacol. Biol. Psychiatry 2012, 38, 336-340. [CrossRef]

Slutske, W.S.; Piasecki, T.M.; Deutsch, A.R.; Statham, D.].; Martin, N.G. Telescoping and gender differences in the time course of
disordered gambling: Evidence from a general population sample. Addiction 2015, 110, 144-151. [CrossRef] [PubMed]
Jiménez-Murcia, S. Trastornos del Control de Impulsos: Juego Patoldgico. In Introduccion a la Psicopatologia y la Psiquiatria; Ruiloba,
J.V.,, Ed.; Elsevier Masson: Barcelona, Spain, 2015; pp. 433-453.

Granero, R.; Jiménez-Murcia, S.; del Pino-Gutiérrez, A.; Mora, B.; Mendoza-Valenciano, E.; Baenas-Soto, I.; Gomez-Pefia, M.;
Moragas, L.; Codina, E.; Lépez-Gonzalez, H.; et al. Gambling Phenotypes in Online Sports Betting. Front. Psychiatry 2020, 11, 482.
[CrossRef]

Granero, R.; Penelo, E.; Stinchfield, R.; Fernandez-Aranda, F; Savvidou, L.G.; Froberg, E; Aymami, N.; Gémez-Pefia, M.;
Pérez-Serrano, M.; del Pino-Gutiérrez, A ; et al. Is Pathological Gambling Moderated by Age? J. Gambl. Stud. 2014, 30, 475-492.
[CrossRef]

Jiménez-Murcia, S.; Giménez, M.; Granero, R.; Lopez-Gonzélez, H.; Gomez-Pefia, M.; Moragas, L.; Baenas, I.; Del Pino-Gutiérrez,
A.; Codina, E.; Mena-Moreno, T.; et al. Psychopathogical status and personality correlates of problem gambling severity in sports
bettors undergoing treatment for gambling disorder. J. Behav. Addict. 2021, 10, 422-434. [CrossRef]

Brewer, J.A.; Potenza, M.N. The neurobiology and genetics of impulse control disorders: Relationships to drug addictions.
Biochem. Pharmacol. 2008, 75, 63-75. [CrossRef]

Blain, B.; Richard Gill, P.; Teese, R. Predicting problem gambling in Australian adults using a multifaceted model of impulsivity.
Int. Gambl. Stud. 2015, 15, 239-255. [CrossRef]

Vintré-Alcaraz, C.; Mestre-Bach, G.; Granero, R.; Gomez-Pefia, M.; Moragas, L.; Fernandez-Aranda, F.; Jiménez-Murcia, S. Do
emotion regulation and impulsivity differ according to gambling preferences in clinical samples of gamblers? Addict. Behav. 2022,
126, 107176. [CrossRef] [PubMed]

Dowling, N.A.; Merkouris, S.S.; Greenwood, C.J.; Oldenhof, E.; Toumbourou, ].W.; Youssef, G.J. Early risk and protective factors
for problem gambling: A systematic review and meta-analysis of longitudinal studies. Clin. Psychol. Rev. 2017, 51, 109-124.
[CrossRef]

Lara-Huallipe, M.L.; Granero, R.; Fernandez-Aranda, F.; Gomez-Pefia, M.; Moragas, L.; del Pino-Gutierrez, A.; Valenciano-
Mendoza, E.; Mora-Maltas, B.; Baenas, I.; Etxandi, M.; et al. Clustering Treatment Outcomes in Women with Gambling Disorder.
J. Gambl. Stud. 2021, 38, 1469-1491. [CrossRef]

Ledgerwood, D.M.; Dyshniku, E.; McCarthy, ].E.; Ostojic-Aitkens, D.; Forfitt, ].; Rumble, S.C. Gambling-Related Cognitive
Distortions in Residential Treatment for Gambling Disorder. J. Gambl. Stud. 2020, 36, 669-683. [CrossRef] [PubMed]
Jiménez-Murcia, S.; Granero, R.; Fernandez-Aranda, F; Stinchfield, R.; Tremblay, J.; Steward, T.; Mestre-Bach, G.; Lozano-Madrid,
M.; Mena-Moreno, T.; Mallorqui-Bagué, N.; et al. Phenotypes in gambling disorder using sociodemographic and clinical clustering
analysis: An unidentified new subtype? Front. Psychiatry 2019, 10, 173. [CrossRef]

Slutske, W.S.; Meier, M.H.; Zhu, G.; Statham, D.J.; Blaszczynski, A.; Martin, N.G. The Australian Twin Study of Gambling
(OZ-GAM): Rationale, Sample Description, Predictors of Participation, and a First Look at Sources of Individual Differences in
Gambling Involvement. Twin Res. Hum. Genet. 2009, 12, 63-78. [CrossRef]

Slutske, W.S.; Richmond-Rakerd, L.S. A closer look at the evidence for sex differences in the genetic and environmental influences
on gambling in the National Longitudinal Study of Adolescent health: From disordered to ordered gambling. Addiction 2014, 109,
120-127. [CrossRef]

Tak, Y.G.; Farnham, P.J. Making sense of GWAS: Using epigenomics and genome engineering to understand the functional
relevance of SNPs in non-coding regions of the human genome. Epigenetics Chromatin 2015, 8, 57. [CrossRef]

Lang, M.; Leménager, T.; Streit, F.; Fauth-Biihler, M.; Frank, J.; Juraeva, D.; Witt, S.H.; Degenhardt, F.; Hofmann, A.; Heilmann-
Heimbach, S.; et al. Genome-wide association study of pathological gambling. Eur. Psychiatry 2016, 36, 38—46. [CrossRef]
Munguia, L.; Jiménez-Murcia, S.; Granero, R.; Baenas, I.; Agtiera, Z.; Sanchez, I.; Codina, E.; Del Pino-Gutiérrez, A.; Testa, G.;
Treasure, J.; et al. Emotional regulation in eating disorders and gambling disorder: A transdiagnostic approach. J. Behav. Addict.
2022, 10, 508-523. [CrossRef]

Koskela, M.; Béck, S.; Voikar, V.; Richie, C.T.; Domanskyi, A.; Harvey, B.K.; Airavaara, M. Update of neurotrophic factors in
neurobiology of addiction and future directions. Neurobiol. Dis. 2017, 97, 189-200. [CrossRef]

Castrén, E. Neurotrophins and Psychiatric Disorders. Handb. Exp. Pharmacol. 2014, 220, 461-479. [CrossRef]


http://doi.org/10.1007/s10899-015-9537-y
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/25814276
http://doi.org/10.1016/j.comppsych.2008.07.005
http://doi.org/10.1007/s10899-008-9104-x
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/18592357
http://doi.org/10.1016/j.pnpbp.2012.05.006
http://doi.org/10.1111/add.12717
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/25171127
http://doi.org/10.3389/fpsyt.2020.00482
http://doi.org/10.1007/s10899-013-9369-6
http://doi.org/10.1556/2006.2020.00101
http://doi.org/10.1016/j.bcp.2007.06.043
http://doi.org/10.1080/14459795.2015.1029960
http://doi.org/10.1016/j.addbeh.2021.107176
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/34782207
http://doi.org/10.1016/j.cpr.2016.10.008
http://doi.org/10.1007/s10899-021-10092-5
http://doi.org/10.1007/s10899-019-09895-4
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/31562578
http://doi.org/10.3389/fpsyt.2019.00173
http://doi.org/10.1375/twin.12.1.63
http://doi.org/10.1111/add.12345
http://doi.org/10.1186/s13072-015-0050-4
http://doi.org/10.1016/j.eurpsy.2016.04.001
http://doi.org/10.1556/2006.2021.00017
http://doi.org/10.1016/j.nbd.2016.05.010
http://doi.org/10.1007/978-3-642-45106-5_17

Nutrients 2023, 15, 418 14 of 16

36.

37.

38.

39.

40.

41.

42.

43.

44.

45.

46.

47.

48.

49.

50.

51.

52.

53.

54.

55.

56.

57.

58.

59.

60.

61.

Solé-Morata, N.; Baenas, I.; Etxandi, M.; Granero, R. The role of neurotrophin genes involved in the vulnerability to gambling
disorder. Sci. Rep. 2022, 12, 6925. [CrossRef] [PubMed]

Ernfors, P. Local and target-derived actions of neurotrophins during peripheral nervous system development. Cell. Mol. Life Sci.
2001, 58, 1036-1044. [CrossRef] [PubMed]

Linnet, J. The anticipatory dopamine response in addiction: A common neurobiological underpinning of gambling disorder and
substance use disorder? Prog. Neuro-Psychopharmacol. Biol. Psychiatry 2020, 98, 109802. [CrossRef] [PubMed]

Pettorruso, M.; Zoratto, F.; Miuli, A.; De Risio, L.; Santorelli, M.; Pierotti, A.; Martinotti, G.; Adriani, W.; di Giannantonio, M.
Exploring dopaminergic transmission in gambling addiction: A systematic translational review. Neurosci. Biobehav. Rev. 2020, 119,
481-511. [CrossRef]

Gratacos, M.; Escaramis, G.; Bustamante, M.; Saus, E.; Agtliera, Z.; Bayés, M.; Cellini, E.; de Cid, R.; Fernandez-Aranda, F.; Forcano,
L.; et al. Role of the neurotrophin network in eating disorders’ subphenotypes: Body mass index and age at onset of the disease. ].
Psychiatr. Res. 2010, 44, 834-840. [CrossRef]

Mercader, ].M.; Fernandez-Aranda, F.; Gratacos, M.; Ribasés, M.; Badia, A.; Villarejo, C.; Solano, R.; Gonzélez, ].R.; Vallejo, J.;
Estivill, X. Blood levels of brain-derived neurotrophic factor correlate with several psychopathological symptoms in anorexia
nervosa patients. Neuropsychobiology 2008, 56, 185-190. [CrossRef]

Angelucci, F; Martinotti, G.; Gelfo, F; Righino, E.; Conte, G.; Caltagirone, C.; Bria, P; Ricci, V. Enhanced BDNF serum levels in
patients with severe pathological gambling. Addict. Biol. 2013, 18, 749-751. [CrossRef]

Choi, S.-W.,; Shin, Y.-C.; Mok, ].Y.; Kim, D.-].; Choi, ].-S.; Hwang, S.S.-H. Serum BDNF levels in patients with gambling disorder are
associated with the severity of gambling disorder and Iowa Gambling Task indices. J. Behav. Addict. 2016, 5, 135-139. [CrossRef]
Geisel, O.; Banas, R.; Hellweg, R.; Miiller, C.A. Altered Serum Levels of Brain-Derived Neurotrophic Factor in Patients with
Pathological Gambling. Eur. Addict. Res. 2012, 18, 297-301. [CrossRef]

Kim, H.S.; von Ranson, K.M.; Hodgins, D.C.; McGrath, D.S.; Tavares, H. Demographic, psychiatric, and personality correlates of
adults seeking treatment for disordered gambling with a comorbid binge/purge type eating disorder. Eur. Eat. Disord. Rev. 2018,
26, 508-518. [CrossRef] [PubMed]

Haniu, M.; Talvenheimo, J.; Le, J.; Katta, V.; Welcher, A.; Rohde, M.F. Extracellular domain of neurotrophin receptor trkB: Disulfide
structure, N-glycosylation sites, and ligand binding. Arch. Biochem. Biophys. 1995, 322, 256-264. [CrossRef]

Otsuki, K.; Uchida, S.; Watanuki, T.; Wakabayashi, Y.; Fujimoto, M.; Matsubara, T.; Funato, H.; Watanabe, Y. Altered expression of
neurotrophic factors in patients with major depression. J. Psychiatr. Res. 2008, 42, 1145-1153. [CrossRef]

Cho, S.C.; Kim, HW.,; Kim, B.N.; Kim, J.W.; Shin, M.S; Cho, D.Y.; Chung, S.; Jung, S.W.; Yoo, H.]J.; Chung, LW.; et al. Neurotrophin-
3 gene, intelligence, and selective attention deficit in a Korean sample with attention-deficit/hyperactivity disorder. Prog.
Neuro-Psychopharmacol. Biol. Psychiatry 2010, 34, 1065-1069. [CrossRef]

Ceccarini, M.R; Tasegian, A.; Franzago, M.; Patria, EF,; Albi, E.; Codini, M.; Conte, C.; Bertelli, M.; Ragione, L.D.; Stuppia, L.;
et al. 5-HT2AR and BDNF gene variants in eating disorders susceptibility. Am. |. Med. Genet. B Neuropsychiatr. Genet. 2020, 183,
155-163. [CrossRef] [PubMed]

Mercader, ].M.; Saus, E.; Agtiera, Z.; Bayés, M.; Boni, C.; Carreras, A.; Cellini, E.; de Cid, R.; Dierssen, M.; Escaramis, G.; et al.
Association of NTRK3 and its interaction with NGF suggest an altered cross-regulation of the neurotrophin signaling pathway in
eating disorders. Hum. Mol. Genet. 2008, 17, 1234-1244. [CrossRef]

Retz, W,; Ringling, J.; Retz-Junginger, P.; Vogelgesang, M.; Rosler, M. Association of attention-deficit/hyperactivity disorder with
gambling disorder. J. Neural Transm. 2016, 123, 1013-1019. [CrossRef] [PubMed]

Fatséas, M.; Hurmic, H.; Serre, E; Debrabant, R.; Daulouede, J.P,; Denis, C.; Auriacombe, M. Addiction severity pattern associated
with adult and childhood Attention Deficit Hyperactivity Disorder (ADHD) in patients with addictions. Psychiatry Res. 2016, 246,
656-662. [CrossRef] [PubMed]

Chowdhury, N.S.; Livesey, E.J.; Blaszczynski, A.; Harris, ].A. Pathological Gambling and Motor Impulsivity: A Systematic Review
with Meta-Analysis. J. Gambl. Stud. 2017, 33, 1213-1239. [CrossRef] [PubMed]

Ledgerwood, D.M.; Petry, N.M. Subtyping pathological gamblers based on impulsivity, depression, and anxiety. Psychol. Addict.
Behav. 2010, 24, 680-688. [CrossRef] [PubMed]

First, M.B.; Williams, ].B.W.; Karg, R.S.; Spitzer, R.L. Structured Clinical Interview for DSM-5 Research Version; American Psychiatric
Association: Arlington, VA, USA, 2015.

Stinchfield, R. Reliability, Validity, and Classification Accuracy of a Measure of DSM-IV Diagnostic Criteria for Pathological
Gambling. Am. J. Psychiatry 2003, 160, 180-182. [CrossRef]

American Psychiatric Association. DSM-IV-TR. Diagnostic and Statistical Manual of Mental Disorders, 4th ed.; American Psychiatric
association (APA): Washington, DC, USA, 2000; ISBN 0-89042-334-2.

Lesieur, H.R.; Blume, S.B. The South Oaks Gambling Screen (SOGS): A new instrument for the identification of Pathological
gamblers. Am. J. Psychiatry 1987, 144, 1184-1188. [CrossRef]

Echeburia, E.; Baez, C.; Fernandez-Montalvo, J.; Paez, D.; Baez, C.; Fernandez-Montalvo, J.; Paez, D. Cuestionario de Juego
Patolégico de South Oaks (SOGS): Validacion espafiola. Andlisis Modif. Conduct. 1994, 20, 769-791.

Derogatis, L.R. SCL-90-R: Symptom Checklist-90-R. Administration, Scoring and Procedures Manuall—II for the Revised Version; Clinical
Psychometric Research: Towson, MD, USA, 1994.

Derogatis, L. SCL-90-R. Cuestionario de 90 Sintomas-Manual; TEA: Madrid, Spain, 2002.


http://doi.org/10.1038/s41598-022-10391-w
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/35484167
http://doi.org/10.1007/PL00000918
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/11529496
http://doi.org/10.1016/j.pnpbp.2019.109802
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/31678482
http://doi.org/10.1016/j.neubiorev.2020.09.034
http://doi.org/10.1016/j.jpsychires.2010.01.009
http://doi.org/10.1159/000120623
http://doi.org/10.1111/j.1369-1600.2011.00411.x
http://doi.org/10.1556/2006.5.2016.010
http://doi.org/10.1159/000338281
http://doi.org/10.1002/erv.2606
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/29797743
http://doi.org/10.1006/abbi.1995.1460
http://doi.org/10.1016/j.jpsychires.2008.01.010
http://doi.org/10.1016/j.pnpbp.2010.05.026
http://doi.org/10.1002/ajmg.b.32771
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/31746551
http://doi.org/10.1093/hmg/ddn013
http://doi.org/10.1007/s00702-016-1566-x
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/27328979
http://doi.org/10.1016/j.psychres.2016.10.071
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/27842945
http://doi.org/10.1007/s10899-017-9683-5
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/28255940
http://doi.org/10.1037/a0019906
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/20822191
http://doi.org/10.1176/appi.ajp.160.1.180
http://doi.org/10.1176/ajp.144.9.1184

Nutrients 2023, 15, 418 15 of 16

62.

63.

64.

65.

66.

67.

68.

69.

70.

71.

72.

73.

74.

75.

76.

77.

78.
79.

80.

81.

82.

83.

84.

85.

86.

87.

88.

Cloninger, C.R. The Temperament and Character Inventory Revised; Center for Psychobiology of Personality, Washington University:
St Louis, MO, USA, 1999.

Gutiérrez-Zotes, ].A.; Bayon, C.; Montserrat, C.; Valero, J.; Labad, A.; Cloninger, C.R.; Ferndndez-Aranda, F. Temperament and
Character Inventory Revised (TCI-R). Standardization and normative data in a general population sample. Actas Esparfiolas
Psiquiatr. 2004, 32, 8-15.

Jimenez-Murcia, S.; Aymami-Sanroma, N.M.; Gémez-Pefia, M.; Alvarez—Moya, E.M.; Vallejo, J. Protocols de Tractament Cognitivo-
conductual Pel Joc Patologic i D’altres Addiccions no Toxiques; Hospital Universitary de Bellvitge: Barcelona, Spain, 2006.

Kline, R.B. Principles and Practice of Structural Equation Modeling, 2nd ed.; The Guilford Press: New York, NY, USA, 2005.
Oertzen, T. Power equivalence in structural equation modelling. Br. |. Math. Stat. Psychol. 2010, 63, 257-272. [CrossRef] [PubMed]
Borsboom, D.; Mellenbergh, G.J.; van Heerden, ]J. The theoretical status of latent variables. Psychol. Rev. 2003, 110, 203-219.
[CrossRef]

Barrett, P. Structural equation modelling: Adjudging model fit. Pers. Individ. Dif. 2007, 42, 815-824. [CrossRef]

Jiménez-Murcia, S.; Granero, R.; Fernandez-Aranda, F.; Arcelus, J.; Aymami, M.N.; Gomez-Pefia, M.; Tarrega, S.; Moragas, L.; Del
Pino-Gutiérrez, A.; Sauchelli, S.; et al. Predictors of outcome among pathological gamblers receiving cognitive behavioral group
therapy. Eur. Addict. Res. 2015, 21, 169-178. [CrossRef] [PubMed]

Sharman, S.; Murphy, R.; Turner, J.; Roberts, A. Psychosocial correlates in treatment seeking gamblers: Differences in early age
onset gamblers vs later age onset gamblers. Addict. Behav. 2019, 97, 20-26. [CrossRef] [PubMed]

Volberg, R.A.; Gupta, R.; Griffiths, M.D.; Olason, D.T.; Delfabbro, P. An international perspective on youth gambling prevalence
studies. Int. ]. Adolesc. Med. Health 2010, 22, 3-38. [CrossRef] [PubMed]

Kim, S.W,; Grant, ].E.; Eckert, E.D.; Faris, P.L.; Hartman, B.K. Pathological gambling and mood disorders: Clinical associations
and treatment implications. J. Affect. Disord. 2006, 92, 109-116. [CrossRef] [PubMed]

Alvarez—Moya, E.M.; Jiménez-Murcia, S.; Aymami, M.N.; Gomez-Pefia, M.; Granero, R.; Santamaria, J.; Menchén, ].M.; Fernandez-
Aranda, F. Subtyping Study of a Pathological Gamblers Sample. Can. ]. Psychiatry 2010, 55, 498-506. [CrossRef]

Granero, R.; Jiménez-Murcia, S.; del Pino-Gutiérrez, A.; Mena-Moreno, T.; Mestre-Bach, G.; Gomez-Pefia, M.; Moragas, L.;
Aymami, N.; Giroux, L; Grall-Bronnec, M.; et al. Gambling Phenotypes in Older Adults. |. Gambl. Stud. 2020, 36, 809-828.
[CrossRef]

Jiménez-Murcia, S.; Granero, R.; Giménez, M.; del Pino-Gutiérrez, A.; Mestre-Bach, G.; Mena-Moreno, T.; Moragas, L.; Bafio, M.;
Sanchez-Gonzélez, J.; de Gracia, M.; et al. Contribution of sex on the underlying mechanism of the gambling disorder severity.
Sci. Rep. 2020, 10, 18722. [CrossRef]

Khanbhai, Y.; Smith, D.; Battersby, M. Gender by Preferred Gambling Activity in Treatment Seeking Problem Gamblers: A
Comparison of Subgroup Characteristics and Treatment Outcomes. J. Gambl. Stud. 2017, 33, 99-113. [CrossRef]

Grant, ].E.; Chamberlain, S.R.; Schreiber, L.R.N.; Odlaug, B.L. Gender-related clinical and neurocognitive differences in individuals
seeking treatment for pathological gambling. J. Psychiatr. Res. 2012, 46, 1206-1211. [CrossRef]

Odlaug, B.L.; Chamberlain, S.R. Gambling and Personality Dimensions. Curr. Behav. Neurosci. Rep. 2014, 1, 13-18. [CrossRef]
Janiri, L.; Martinotti, G.; Dario, T.; Schifano, E; Bria, P. The Gamblers” Temperament and Character Inventory (TCI) Personality
Profile. Subst. Use Misuse 2007, 42, 975-984. [CrossRef]

Lobo, D.S.S.; Quilty, L.C.; Martins, S.S.; Tavares, H.; Vallada, H.; Kennedy, J.L.; Bagby, R.M. Pathological gambling subtypes: A
comparison of treatment-seeking and non-treatment-seeking samples from Brazil and Canada. Addict. Behav. 2014, 39, 1172-1175.
[CrossRef] [PubMed]

Moragas, L.; Granero, R.; Stinchfield, R.; Ferndndez-Aranda, F; Froberg, E; Aymami, N.; Gémez-Pefia, M.; Fagundo, A.B,;
Islam, M.A.; del Pino-Gutiérrez, A.; et al. Comparative analysis of distinct phenotypes in gambling disorder based on gambling
preferences. BMC Psychiatry 2015, 15, 86. [CrossRef]

Jiménez-Murcia, S.; Fernandez-Aranda, F.; Mestre-Bach, G.; Granero, R.; Tarrega, S.; Torrubia, R.; Aymami, N.; Gomez-Pefia,
M.; Soriano-Mas, C.; Steward, T.; et al. Exploring the Relationship between Reward and Punishment Sensitivity and Gambling
Disorder in a Clinical Sample: A Path Modeling Analysis. . Gambl. Stud. 2017, 33, 579-597. [CrossRef] [PubMed]

Lorains, EXK.; Cowlishaw, S.; Thomas, S.A. Prevalence of comorbid disorders in problem and pathological gambling: Systematic
review and meta-analysis of population surveys. Addiction 2011, 106, 490—498. [CrossRef]

Atkinson, J.; Sharp, C.; Schmitz, ].; Yaroslavsky, I. Behavioral Activation and Inhibition, Negative Affect, and Gambling Severity
in a Sample of Young Adult College Students. J. Gambl. Stud. 2012, 28, 437—-449. [CrossRef] [PubMed]

Kernie, 5.G.; Liebl, D.].; Parada, L.F. BDNF regulates eating behavior and locomotor activity in mice. EMBO ]. 2000, 19, 1290-1300.
[CrossRef]

Xu, B.; Goulding, E.H.; Zang, K.; Cepoi, D.; Cone, R.D.; Jones, K.R.; Tecott, L.H.; Reichardt, L.F. Brain-derived neurotrophic factor
regulates energy balance downstream of melanocortin-4 receptor. Nat. Neurosci. 2003, 6, 736-742. [CrossRef] [PubMed]
Sleeman, M.W.; Garcia, K; Liu, R.; Murray, J.D.; Malinova, L.; Moncrieffe, M.; Yancopoulos, G.D.; Wiegand, S.J. Ciliary
neurotrophic factor improves diabetic parameters and hepatic steatosis and increases basal metabolic rate in db/db mice. Proc.
Natl. Acad. Sci. USA 2003, 100, 14297-14302. [CrossRef]

Kokoeva, M.V,; Yin, H.; Flier, ].S. Neurogenesis in the Hypothalamus of Adult Mice: Potential Role in Energy Balance. Science
2005, 310, 679-683. [CrossRef]


http://doi.org/10.1348/000711009X441021
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/19527562
http://doi.org/10.1037/0033-295X.110.2.203
http://doi.org/10.1016/j.paid.2006.09.018
http://doi.org/10.1159/000369528
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/25832435
http://doi.org/10.1016/j.addbeh.2019.05.013
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/31121560
http://doi.org/10.1515/IJAMH.2010.22.1.3
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/20491416
http://doi.org/10.1016/j.jad.2005.12.040
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/16443282
http://doi.org/10.1177/070674371005500804
http://doi.org/10.1007/s10899-019-09922-4
http://doi.org/10.1038/s41598-020-73806-6
http://doi.org/10.1007/s10899-016-9614-x
http://doi.org/10.1016/j.jpsychires.2012.05.013
http://doi.org/10.1007/s40473-013-0002-x
http://doi.org/10.1080/10826080701202445
http://doi.org/10.1016/j.addbeh.2014.03.006
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/24727115
http://doi.org/10.1186/s12888-015-0459-0
http://doi.org/10.1007/s10899-016-9631-9
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/27447184
http://doi.org/10.1111/j.1360-0443.2010.03300.x
http://doi.org/10.1007/s10899-011-9273-x
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/21947664
http://doi.org/10.1093/emboj/19.6.1290
http://doi.org/10.1038/nn1073
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/12796784
http://doi.org/10.1073/pnas.2335926100
http://doi.org/10.1126/science.1115360

Nutrients 2023, 15, 418 16 of 16

89. Fauth-Biihler, M.; Mann, K.; Potenza, M.N. Pathological gambling: A review of the neurobiological evidence relevant for its
classification as an addictive disorder. Addict. Biol. 2017, 22, 885-897. [CrossRef]

90. Griffiths, M.D. Behavioural addiction and substance addiction should be defined by their similarities not their dissimilarities.
Addiction 2017, 112, 1718-1720. [CrossRef] [PubMed]

Disclaimer/Publisher’s Note: The statements, opinions and data contained in all publications are solely those of the individual
author(s) and contributor(s) and not of MDPI and/or the editor(s). MDPI and/or the editor(s) disclaim responsibility for any injury to
people or property resulting from any ideas, methods, instructions or products referred to in the content.


http://doi.org/10.1111/adb.12378
http://doi.org/10.1111/add.13828
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/28419617

MATERIAL, METODOS Y RESULTADOS

ESTUDIO 111

Titulo del articulo

Anandamide and 2-arachidonoylglycerol baseline plasma concentrations and their

clinical correlate in gambling disorder.

Andlisis de las concentraciones plasmaticas basales de anandamida y 2-

araquidonilglicerol y su correlato clinico en el trastorno de juego.

Resumen

Introduccion. Los principales ligandos endogenos del sistema endocannabinoide,
anandamida (AEA) y 2-araquidonilglicerol (2-AG), ejercen una accion neuromoduladora
sobre otros muchos sistemas neurotransmisores como el dopaminérgico. Sumado a la
amplia distribucién de receptores cannabinoides en el sistema nervioso, se ha reportado
la implicacién de este sistema en el procesamiento de la recompensa y otros procesos
relacionados con la adiccién, como la impulsividad, la regulacion emocional y el
rendimiento neuropsicoldgico. Algunos estudios han descrito anomalias funcionales del

sistema en trastornos relacionados con la adiccién a sustancias.

Objetivos. El primer objetivo de este estudio fue analizar las concentraciones plasmaticas
en ayunas de AEA y 2-AG en individuos con trastorno de juego (TJ) en comparacion con
individuos controles sanos. En segundo lugar, se evalud la existencia de asociaciones
entre las concentraciones plasméticas de AEA 'y 2-AG, variables psicol6gicas (regulacion
emocional, personalidad, impulsividad rasgo, psicopatologia general) 'y
neuropsicoldgicas (control inhibitorio, flexibilidad cognitiva, atencion y memoria de

trabajo) en la definicion de la gravedad del TJ.

Método. Este estudio observacional incluy6 una muestra clinica de 166 adultos (95.8%
varones, media de edad de 39+ 13.7 afios) con diagnostico de TJ que habian solicitado
tratamiento especializado en régimen ambulatorio en la Unidad de Adicciones
Comportamentales del Hospital Universitario de Bellvitge (Barcelona). El grupo control
estuvo compuesto por 41 individuos sin diagnostico de TJ (90.2% varones, media de edad

de 49+ 15.2 afios). El diagndstico de TJ se realizd en base a una entrevista clinica
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semiestructurada y de acuerdo con criterios DSM-5. Las concentraciones plasmaticas de
AEA y 2-AG (ng/ml) se analizaron mediante cromatografia-espectrometria de masas a
partir de la extraccion de una muestra de sangre venosa periférica tras ayuno nocturno de
entre 8-12 horas. Los pacientes fueron evaluados mediante una bateria estandarizada de
pruebas psicométricas autoreportadas (Criterios DSM, SOGS, DERS, TCI-R, UPPS-P,
SCL-90R). Para la exploracion de variables neuropsicolégicas se emplearon instrumentos
estandarizados de medida (WCST, TMT Parte Ay B, SCWT y la tarea de digitos del WMS-
[11). La comparacién entre grupos de las concentraciones plasmaticas de AEA y 2-AG se
realizd mediante un analisis de covarianza (ANCOVA) ajustado por edad, sexo e indice
de masa corporal. En el caso de la comparacion de variables clinicas, psicolégicas y
neuropsicoldgicas se empled un ANCOVA ajustado por edad y sexo. La relacién entre
variables bioldgicas, clinicas y neuropsicologicas se explord6 mediante el andlisis de

pathways basado en un modelo de ecuacion estructural.

Resultados. A diferencia de 2-AG, las concentraciones plasmaticas de AEA fueron
significativamente mayores en grupo clinico que en el grupo control (p=0.002). Tanto
AEA como 2-AG se asociaron con la gravedad del TJ, ejerciendo la variable “busqueda

de novedad” (TCI-R) un papel mediador.

Conclusiones. Este estudio evidencia diferencias en las concentraciones plasmaticas de
AEA en individuos con TJ comparados con controles sanos. Aunque de caracter
exploratorio, los resultados del anélisis de pathways describen un patrén predictor de
mayor gravedad fenotipica del TJ basado en la asociacion de las concentraciones
plasmaticas de AEA y 2-AG con las puntuaciones en la variable “busqueda de novedad”.
Se necesitan futuros estudios que profundicen en estos hallazgos preliminares y en su

potencial implicacion en el manejo terapéutico del TJ.
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Abstract

Introduction. Different components of the endocannabinoid (eCB) system such as their most
well-known endogenous ligands, anandamide (AEA) and 2-arachidonoylglycerol (2-AG), have
been implicated in brain reward pathways. While shared neurobiological substrates have been
described among addiction-related disorders, information regarding the role of this system in
behavioral addictions such as gambling disorder (GD) is scarce.

Aims. Fasting plasma concentrations of AEA and 2-AG were analyzed in individuals with GD at
baseline, compared with healthy control subjects (HC). Through structural equation modeling,
we evaluated associations between endocannabinoids and GD severity, exploring the potentially
mediating role of clinical and neuropsychological variables.

Methods. The sample included 166 adult outpatients with GD (95.8% male, mean age 39 years
old) and 41 HC. Peripheral blood samples were collected after overnight fasting to assess AEA
and 2-AG concentrations (ng/ml). Clinical (i.e., general psychopathology, emotion regulation,
impulsivity, personality) and neuropsychological variables were evaluated through a semi-
structured clinical interview and psychometric assessments.

Results. Plasma AEA concentrations were higher in patients with GD compared with HC
(p = .002), without differences in 2-AG. AEA and 2-AG concentrations were related to GD
severity, with novelty-seeking mediating relationships.

Conclusions. This study points to differences in fasting plasma concentrations of endocanna-
binoids between individuals with GD and HC. In the clinical group, the pathway defined by the
association between the concentrations of endocannabinoids and novelty-seeking predicted GD
severity. Although exploratory, these results could contribute to the identification of potential
endophenotypic features that help optimize personalized approaches to prevent and treat GD.

Introduction

Gambling disorder (GD) is a psychiatric disorder characterized by a recurrent betting behavior
despite negative consequences [1]. It has been classified within the “substance-related and
addiction disorders” category in the Diagnostic and Statistical Manual of Mental Disorders, Fifth
Edition (DSM-5), which recognizes the disorder as a behavioral addiction [1]. The estimated
lifetime prevalence of GD varied between 0.2 and 10.6% worldwide, being around 1% in Spain
[2—4]. It is considered as a complex disorder with a multifactorial etiology, involving psychosocial
and biological factors [4, 5]. In this line, some studies have pointed to the role of different
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neuroendocrine systems in the pathogenesis of GD, which modu-
late neurobiological responses associated with reward and gratifi-
cation [6-9].

Over the past few decades, the study of the endocannabinoid
(eCB) system has garnered closed attention in the field of
psychiatry due to its involvement in several brain functions
such as cognition, emotion, impulsivity, and motivation
[10]. Indeed, the eCB system has been directly implicated in the
regulation of reward homeostasis in both animal and human
studies [11-13]. This system includes endogenous ligands
(i.e., eCBs), G-protein coupled cannabinoid receptors (CBRs),
and enzymes to metabolize eCBs. Anandamide (AEA) and
2-arachidonoylglycerol (2-AG) are arguably the two most studied
eCBs [14]. They are produced post-synaptically on demand to act
on presynaptic CBRs, mainly types 1 and 2 (CB1R, CB2R). AEA
and 2-AG do not seem fully interchangeable [15, 16], and even
when interacting, they display specific functionality and/or act on
different pathways regarding similar functions [15, 17]. AEA
binds with slightly higher affinity to CB1R than CB2R, whereas
2-AG exhibits greater general agonist efficacy than AEA [14].

Although both types of receptors are located in the brain and
peripheral tissues [18], CB1R has been predominantly found in the
brain [19]. This receptor is widely distributed in mesolimbic struc-
tures integrated in the reward system (e.g., nucleus accumbens and
ventral tegmental area) and other brain regions (e.g., prefrontal
cortex, hippocampus, amygdala, insula, and hypothalamus) impli-
cated in cue-elicited craving, relapse-like behaviors, and condition-
ing processes [14, 20, 21]. Through their union to CB1R, eCBs act as
retrograde inhibitors of neurotransmitter release (both inhibitory,
gamma-aminobutyric acid (GABA), and excitatory, glutamate
(GLU)), with a modulatory role of other neurotransmission sys-
tems also involved in reward processing and addiction (e.g., dopa-
minergic, serotonergic, opioid systems) [22, 23].

The eCB system seems to enhance motivation for different
natural and learned rewards (e.g., palatable food, sex, money, or
drugs) by stimulating dopaminergic signaling [24, 25]. Indeed, the
action of eCBs on CBIR regulates short- and long-term synaptic
plasticity in areas related to reward processing, being dysfunctional
changes in neuroplasticity linked to addiction [25]. Then, it is not
surprising that the dysregulation of the eCB system signaling has
been linked to substance and nonsubstance addictive behaviors
(e.g., food, drugs, sex) [13, 14, 25].

In this context, eCBs have been proposed to influence
dopamine-related positive reinforcement that mediates craving
and impulsive reward-seeking behaviors [26]. Likewise, the eCB
system seems to participate in negative-reinforcement-driven seek-
ing behaviors through their involvement in learning and memory
processes [25]. A dysfunctional eCB system signaling between the
limbic system and areas such as the prefrontal cortex and amygdala
may result in emotional processing and sensory perceptions under-
lying addiction. Such processes influence the acquisition of habit
learning and conditioned responses relevant to progressive impair-
ments in control that characterize addiction [23, 27].

Moreover, the eCB system has been linked to impulsivity and
executive functioning albeit in different ways [28—30]. For example,
circulating AEA concentrations have been related to advantageous
decision-making and better cognitive flexibility while 2-AG con-
centrations have been linked to impaired cognitive flexibility and
inhibitory response tendencies in a nonclinical population
[31]. Likewise, the association of the eCB system with personality
traits, such as novelty-seeking, has also been noted in previous
research [28]. Additionally, the involvement of this system in
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emotion regulation has suggested a role in the pathogenesis of
mood disturbances [32, 33]. That said, it is worth mentioning that
impulsivity, poor cognitive processing, a dysfunctional personality
structure (e.g., high novelty-seeking), and emotion dysregulation
represent core features related to the pathogenesis of GD [4, 34-36].

Altogether, dysfunctions on the eCB system seem to be involved
in several processes related to addiction [13, 25]. However, there is
still controversy whether eCB system dysfunctions may be associ-
ated with causes and/or consequences of exposure to potentially
addictive rewards. In fact, exposure to rewards has been proposed
to induce, in turn, changes in the eCB system functioning [27]. In
this sense, additional studies are needed to better understand the
link between the eCB system and the pathogenesis of addiction.
Nonetheless, preclinical and clinical evidence has led to the eCB
system being proposed as a potential therapeutic target in psych-
iatry. In this line, CBR blockade or eCBs synthesis inhibition (e.g.,
enzyme inhibitors) seem to reduce reward consumption and crav-
ing, as well as subsequent relapse [14, 24, 37, 38].

To the best of our knowledge, this is the first study to assess eCBs
in GD. Then, this study aimed to measure baseline AEA and 2-AG
plasma concentrations in fasting among patients with GD, com-
pared with healthy controls (HC). Moreover, through a path ana-
lysis model, associations between eCBs concentrations and GD
severity were analyzed, considering the mediating role of clinical
and neuropsychological variables. Based on previous data, we
expected to find differences in eCBs concentrations between
groups. Besides, we hypothesized a distinctive association between
AEA and 2-AG with GD severity.

Methods
Participants

The final sample consisted of n = 166 treatment-seeking adult
outpatients with a diagnosis of GD according to DSM-5 criteria
[1], mostly men (n =159, 95.8%) with a mean age of 39.13 years old
(SD = 13.73). They were voluntarily recruited between April 2018
and September 2021 at the Behavioral Addictions Unit of Bellvitge
University Hospital (Barcelona, Spain). A total of 41 HC were
recruited via advertisement from the same catchment area. Exclu-
sion criteria in both groups were the presence of an organic mental
disorder, an intellectual disability, a neurodegenerative disorder, or
an active psychotic disorder. Although a valid blood sample was
available in all cases, 11 patients and 1 HC were excluded from the
initial sample (n = 177 patients with GD and n = 42 HC) due to
incomplete clinical data.

Assessments

Biological measures

Blood samples were obtained after an overnight fasting of at least
8 hours. Blood was centrifuged at 1700 g in a refrigerated centrifuge
(4°C) for over 20 minutes. Plasma was immediately separated and
stored at —80°C until the analysis was carried out. AEA and 2-AG
were analyzed by liquid chromatography-mass spectrometry
(LC/MS-MS) using a previously validated method [39].

Clinical and neuropsychological measures

Clinical and neuropsychological variables were collected using
standardized instruments, which are properly described in the
Supplementary Material. Briefly, clinical variables were measured
using the Spanish adaptation of the following questionnaires: South
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Oaks Gambling Screen (SOGS) [40, 41]; Diagnostic Questionnaire
for Pathological Gambling According to DSM criteria [42, 43],
Symptom Checklist-90-Revised (SCL-90-R) [44, 45]; Tempera-
ment and Character Inventory-Revised (TCI-R) [46, 47]; Impulsive
Behavior Scale (UPPS-P) [48, 49]; and Difficulties in Emotion
Regulation Strategies (DERS) [50, 51]. This last psychometric
assessment was not systematically recorded in the HC group.
Neuropsychological data has been collected by the following instru-
ments: Wisconsin Card Sorting Test (WCST) [52]; Stroop Color
and Word Test (SCWT) [53]; Trail Making Test (TMT) [54]; and
Digits task of the Wechsler Memory Scale-Third Edition (WMS-

II) [55].

Additionally, body mass index (BMI) and disorder-related vari-
ables, such as the age of onset and duration of GD, were collected in
a semi-structured face-to-face clinical interview as described else-

where [56].

Procedure

All participants were evaluated at the Behavioral Addictions Unit of
Bellvitge University Hospital (Barcelona, Spain). The data collec-
tion was conducted by a trained multidisciplinary team (psycholo-
gists, psychiatrists, nurses) with more than 25 years of experience in
the field of GD. A comprehensive semi-structured clinical interview
was conducted in a first session assessing all aspects related to
gambling behavior. The psychometric assessment of clinical vari-
ables and the extraction of blood samples took place in a second
session. Blood samples were analyzed at the Integrative Pharma-
cology and Systems Neuroscience research group-Hospital del Mar
Research Institute (IMIM) (Barcelona, Spain). The neuropsycho-
logical evaluation was performed in a third session. All the meas-
ures were assessed prior to the beginning of specialized treatment

for GD in our Unit.

Ethics

The present study was conducted according to the Declaration of
Helsinki. The Clinical Research Ethics Committee of Bellvitge
University Hospital approved this study (ref. PR329/19 and
PR338/17). Signed informed consent was obtained from all parti-

cipants.

Statistical analysis

Statistical analysis was conducted with Statal7 for Windows
[57]. The between-group comparison of AEA and 2-AG concen-
trations was done with the analysis of covariance (ANCOVA),
adjusting for sex, age, and BMI, as well as for sex and age regarding
clinical variables (UPPS-P, SCL-90R, TCI-R, DERS). The stand-
ardized Cohen’s d coefficient measured the effect size for the mean
comparisons (the thresholds of 0.20, 0.50, and 0.80 were considered

for low, mild/moderate, and high-large effect sizes) [58].

Path analysis exploring the underlying relationships between
variables among the GD subsample was performed through Struc-
tural Equation Models (SEM). The rationale for model specification
was based on the background provided by the cumulated empirical
evidence, with the condition of guaranteeing the clinical association
of the relationships. All parameters were free-estimated, and
parameters with no significant tests were deleted with the aim to
obtain a final parsimonious model with the highest possible statis-
tical power. Due to the large number of neuropsychological vari-
ables in the study, a latent variable was defined for the main
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measures obtained in each cognition test (WCST nonperseverative
errors, WCST conceptual, TMT-A, TMT-B, Stroop interference,
digits direct, and digits inverse). The goodness-of-fit was evaluated
with standard criteria [59]: root mean square error of approxima-
tion RMSEA < 0.08, Bentler’'s Comparative Fit Index CFI > 0.90,
Tucker—Lewis Index TLI > 0.90, and standardized root mean square
residual SRMR < 0.10. The global predictive capacity of the model
was estimated with the coefficient of determination (CD).

Results
Description of the sample

In the clinical group, most participants were men (95.8%). The
mean age was 39.1 years old (SD = 13.7), the mean age of GD onset
was 27.8 years (SD = 11.9), and mean GD duration was 5.3 years
(SD = 6.3). Most HC were men (90.2%), with a mean age of
49.3 years old (SD = 15.2). Table 1 displays the participants char-
acteristics.

The presence of GD was associated with higher BMI, impulsivity
(UPPS-P), general psychopathology (SLC-90R), novelty-seeking,
and harm-avoidance (TCI-R), but lower self-directedness (TCI-R).
Table 2 contains results of ANCOVA comparing clinical features
between groups, adjusting for age and sex.

Comparison of eCBs concentrations between groups

Broadly, the clinical group displayed higher mean AEA concentra-
tions while no between-group differences were found in 2-AG
concentrations, after adjusting for age, sex, and BMI. Table 3 shows
comparison of eCBs concentrations between groups. Additionally,
Figure 1 displays a scatterplot with individual data point concen-
trations of eCBs.

Path analysis

Figure 2 displays the path diagram with the standardized coeffi-
cients of the SEM obtained in the GD group. Supplementary Table
S1 contains the complete SEM results. This final model achieved
adequate goodness-of-fit: RMSEA = 0.065 (95% confidence inter-
val: 0.051 to 0.079), CFI = 0.909, TLI = 0.906 and SRMR = 0.099.
The global predictive capacity was 26% (CD = 0.256).

All variables used to define the latent variable measuring the
neuropsychological performance level achieved significant results.

Table 1. Descriptive features of the sample

Control (n = 41) GD (n = 166)

n % n % P
Sex
Women 4 9.8 7 4.2 157
Men 37 90.2 159 95.8

Mean SD Mean SD p

Age (years-old) 49.27 15.23 39.13 13.73 <.001*
Age of onset of GD - - 27.81 11.95
Duration of GD - - 5.30 6.27

Abbreviations: GD, gambling disorder; SD, standard deviation.
*Significant comparison.
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N

Table 2. Comparison of anthropometric, clinical, and neuropsychological variables between groups: ANCOVA

BMI (kg/m?) 24.58 2.60 26.93 5.19 .004* 0.57"
UPPS-P: Lack of premeditation 20.84 4.02 24.27 6.11 .001* 0.66'
UPPS-P: Positive Urgency 20.26 5.85 31.93 10.39 <.00* 1.38"
UPPS-P: Negative Urgency 22.79 5.55 32.11 6.60 <.001* 1.53"
SCL-90R: GSI score 0.40 0.34 1.08 0.65 <.001* 131
TCI-R: Novelty-seeking 98.42 10.63 111.29 12.23 <.001* 1.12'
TCI-R: Harm avoidance 87.69 17.86 99.17 17.15 <.001* 0.66'
TCI-R: Self-directedness 148.96 19.03 131.09 20.24 <.001* 0.91'
DERS: Total - - 90.68 21.37 - -
WCST nonperseverative errors 9.15 10.42 17.46 13.09 <.001* 0.70"
WCST conceptual 66.37 8.66 62.40 14.56 .108 0.33
TMT A 27.65 8.10 30.44 9.85 .096 0.31
TMT B 62.12 22.07 79.27 41.47 .013* 0.52
STROOP interference 3.29 7.71 3.02 6.89 .830 0.04
Digits direct 9.39 1.93 9.03 1.95 311 0.19
Digits inverse 6.94 1.89 6.16 1.65 .013* 0.44

Note: —, Not available for this group.

Abbreviations: GD, gambling disorder; SD, standard deviation.

*Significant comparison.

TEffect size into ranges mild—moderate (|d| > 0.50) to high-large (|d| > 0.80).

Table 3. Comparison of endocannabinoids concentrations between groups: ANCOVA

2-AG (ng/ml) 4.25 1.94 571 5.22 .100 0.37

AEA (ng/ml) 0.32 0.14 0.41 0.16 .002* 0.60

Abbreviations: 2-AG, 2-arachidonoylglycerol (ng/ml); AEA, N-arachidonoylethanolamide (anandamide) (ng/ml); GD, gambling disorder; SD, standard deviation.
*Significant comparison.
TEffect size into ranges mild-moderate (|d| > 0.50) to high-large (|d| > 0.80).

2-AG (ng/ml)

20-- [ ] L X ] [ X N ]
® . Y = 1.47 + 10.68 x AEA
16T GD
127
Y = 3.27 + 2.63 x AEA
8__ [ ]
4-_

0 t t t t t } t + t t }
0 N 2 3 4 5 B a 8 9 10
AEA (ng/ml)

Figure 1. Scatterplot with individual data point concentrations of eCBs. 2-AG, 2-arachidonoylglycerol (ng/ml); AEA, anandamide (ng/ml); GD, gambling disorder; HC, healthy
control.
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Figure 2. Path diagram with the standardized coefficients within the GD subsample. Results adjusted for sex and age. Only significant parameters are retained. Fit statistics:

RMSEA = 0.065 (95%Cl: 0.051 to 0.079); CFI = 0.909; TLI = 0.906; SRMR = 0.099; CD = 0.256.

The signal of the measurement coefficients indicates that the higher
the level in the latent variable, the higher the cognitive impairment.

Higher GD severity (SOGS) was directly associated with higher
novelty-seeking (TCI-R) and psychopathological ~distress
(SCL-90R, GSI), but lower neuropsychological dysfunction (latent
variable). Indirect mediating links that contributed to increase the
likelihood of higher GD severity were identified: (a) higher AEA
and lower 2-AG concentrations were positively associated with
higher novelty-seeking; (b) the path characterized by higher scores
in harm avoidance and negative urgency as well as lower self-
directedness and lack of premeditation was linked to higher scores
in general psychopathology; and (c) worse cognitive performance
was associated with more general psychopathology.

Discussion

This exploratory study examined circulating AEA and 2-AG con-
centrations in individuals with and without GD. Moreover, rela-
tionships between those eCBs concentrations and GD severity were
assessed through a SEM model that included different clinical and
neuropsychological features. Broadly, the socio-demographic, clin-
ical, and neuropsychological profile that characterized the clinical
group was in line with previous works [60—-62]. AEA concentrations
were higher in individuals with GD than in HC after adjusting for
sex, age, and BMI. The SEM analysis showed an association

https://doi.org/10.1192/j.eurpsy.2023.2460 Published online by Cambridge University Press

between eCBs concentrations and GD severity, with novelty-
seeking being a mediating factor. Although it was not a primary
objective of this study, the association between clinical and neuro-
psychological variables and GD severity was previously described
[63-65].

Bearing in mind that this is a cross-sectional study, differences in
eCBs concentrations between groups suggest an involvement of the
eCB system in the pathogenesis of GD. Precisely, higher AEA
concentrations in individuals with GD might indicate a dysfunc-
tional eCB system, which has already been involved with the
reinforcement of rewarding behaviors in other psychiatric condi-
tions, such as substance use disorders or binge eating disorder [12,
16, 17, 27, 66=72]. In contrast to AEA, we did not observe statis-
tically significant differences in 2-AG concentrations between
groups. A possible hypothesis may be that 2-AG is highly sensitive
to cue exposure, as previously proposed [69, 72, 73]. Moreover, it is
worth mentioning that a prominent influence of preanalytical
conditions on the plasma 2-AG concentrations (e.g., food intake,
collection, and processing of blood samples) could be affecting our
results [74]. Therefore, these aspects should be considered in the
design of future studies.

Alternatively, the existence of compensatory mechanisms of the
eCB system in efforts to counterbalance a dysfunctional activity
could contribute to explain our results [26, 75]. This rationale may
be reinforced by 2-AG acting as a full agonist on CBIR in contrast
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with the partial agonism of AEA, which gives AEA a higher
modulatory capacity on CBRs and the eCB system’s activity, includ-
ing other eCBs [14, 76]. Indeed, Maccarrone et al. [76] reported that
elevated AEA concentrations could mediate a reduced biosynthesis
of 2-AG in brain areas related to reward processing in an animal
model, suggesting efforts to balance the eCB system tone. Further-
more, genetic studies have suggested that dysfunction of the
enzymatic machinery could modulate eCBs concentrations. For
example, the inhibition of the fatty acid amide hydrolase
(FAAH), an enzyme involved in the degradation of AEA, has been
related to increased AEA concentrations, but to an absence of
significant changes in 2-AG or even, to decreased concentrations
[27, 71, 76-78]. Altogether, these possibilities represent some of
many factors that could underlie a dysfunctional eCB system and

serve as a basis for future studies.

In the SEM analysis, we observed that higher AEA concentra-
tions, but lower 2-AG, predicted higher GD severity through its
association with novelty-seeking. While the relationship between
novelty-seeking and GD severity has been previously established
[65, 79-81], interestingly, a previous study reported a link
between the eCB system and novelty-seeking [28]. Physiologically,
the eCB system has been directly related to the balance between
novelty-seeking and behavioral inhibition due to its regulation of
GLU and GABA neurotransmission [82]. That is, a reduction in
GLU transmission linked to the activation of the eCB system has
been associated with decreased behavioral inhibition and
increased novelty-seeking [82—84]. AEA has been described as a
primary eCB involved in the control of the excitability of striatal
neurons through a direct depressant action at GLU synapses,
while it indirectly interferes with GABA inputs regulated by
2-AG [76, 85, 86]. That said, the relationship between the eCB
system and novelty-seeking needs to be further explored, as well as
its association with impulsivity-related measures and severity

in GD.

Another important aspect to mention is that we assessed
peripheral eCBs concentrations. Thus, it is possible that our results
reflected an altered crosstalk between central and peripheral tissues,
involving both top-down (initiated in the central nervous system)
and bottom-up signaling (initiated in peripheral tissues) [87,
88]. Here, on the one hand, we wonder to what extent peripheral
eCBs concentrations may be driven by CB1R-dependent signaling
originated in the central nervous system and linked to changes in
neuroplasticity. On the other hand, stimuli-mediated disturbances
in peripheral eCBs concentrations could concurrently influence

central hedonic processing.

While their lipidic nature facilitates crossing the blood—brain
barrier [15], the involvement of peripheral eCBs in the pathophysi-
ology of addiction-related disorders could also be mediated by the
existence of a gut—brain—vagal axis [89]. In this respect, the origin of
peripheral eCBs is an unresolved issue, although some authors
speculate a predominantly gut origin [68]. Nonetheless, the
involvement of peripheral tissues in the eCB system functioning
at a central level seems more delineated for processes such as
feeding regulation and energy homeostasis than for reward pro-
cessing beyond food [89-91]. Taking into account that CBIR is
found in peripheral tissues [18], future studies are needed to
corroborate the implication of peripheral eCBs-CBR interactions
in addictive-related behaviors other than food. Moreover, it would
be interesting to examine whether other CBR such as CB2R may
play a role in peripheral eCBs-CBR interactions due to its high
concentrations in peripheral tissues including the hematological

system [92].
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Finally, some limitations should be highlighted. Individuals with
GD were treatment-seeking patients from a hospital setting, which
could limit the representativeness and generalizability of the results.
Likewise, the cross-sectional nature of this study does not allow for
drawing causal inferences. Moreover, the analysis of peripheral
eCBs concentrations did not allow to infer the central functioning
of the system. Therefore, future longitudinal studies exploring
central correlates are warranted. Some strengths are also worth
noting such as the inclusion of a control group, adjusting for
potential confounding factors, and the use of a previously validated
procedure to obtain eCBs concentrations.

Conclusions

This is the first observational study focused on exploring the eCB
system in a clinical sample with GD. We observed significant
differences in fasting AEA plasma concentrations between individ-
uals with GD and HC, being higher in the clinical group after
adjusting for sex, age, and BMI. Moreover, the SEM analysis
revealed interesting clinical correlates. Specifically, eCBs concen-
trations and novelty-seeking defined a pathway associated with a
more severe profile among individuals with GD. Although these
results might preliminarily contribute to shed light on the neuro-
biological mechanisms underlying GD severity, future research is
warranted to further elucidate the role of the eCB system at a central
level, as well as potential causality relationships.

Supplementary material. The supplementary material for this article can be
found at https://doi.org/10.1192/j.eurpsy.2023.2460.
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MATERIAL, METODOS Y RESULTADOS

ESTUDIO IV

Titulo del articulo

Association of anandamide and 2-arachidonoylglycerol concentrations with clinical

features and body mass index in eating disorders and obesity.

Asociacién de la concentracion de anandamida y 2-araquidonilglicerol con variables

clinicas e indice de masa corporal en los trastornos de la conducta alimentaria y obesidad.
Resumen

Introduccion. Anandamida (AEA) y 2-araquidonilglicerol (2-AG) constituyen los dos
ligandos enddgenos méas ampliamente estudiados del sistema endocannabinoide. A través
de su accidn, principalmente, sobre el receptor cannabinoide de tipo 1 (CB1R) participan
en la regulacion de la ingesta alimentaria y la homeostasis energética. Globalmente, este
sistema desempefia una funcion orexigénica actuando sobre las vias centrales
homeostatica y relacionada con el procesamiento de la recompensa que regulan la ingesta.
Periféricamente, ejerce una accion anabdlica asociada al almacenamiento energético v,
por ende, a la ganancia ponderal. En trastornos de la conducta alimentaria (TCA) y
obesidad se ha descrito la existencia de alteraciones en el funcionamiento del sistema

endocannabinoide a varios niveles.

Objetivos. El primer objetivo de este estudio fue analizar las concentraciones plasmaticas
en ayunas de AEA y 2-AG en individuos dentro del continuum de condiciones clinicas
extremas de peso y alimentacion, que incluye los trastornos de la conducta alimentaria y
la obesidad, en comparacion con individuos controles sanos. En segundo lugar, se evalud
la asociacidn de las concentraciones plasmaticas de ambos ligandos con variables clinicas
(regulacion emocional, impulsividad de rasgo, psicopatologia general y adiccion a la

comida) e indice de masa corporal (IMC) en la poblacién clinica.

Metodo. Este estudio observacional incluyd una muestra total de 113 mujeres adultas
(entre 18-56 afios), 29 de las cuales conformaban el grupo control, con un IMC entre 18-
24.9 Kg/m? y sin diagnostico de TCA. La muestra clinica, procedente de las Unidades de
Trastornos de la Conducta Alimentaria y Endocrinologia y Nutricion del Hospital
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Universitario de Bellvitge (Barcelona), se distribuy6 de la siguiente manera: 27 sujetos
pertenecian al grupo con diagnostico de anorexia nerviosa (AN, subtipo restrictivo, IMC
< 18 Kg/m?) y 57 al grupo con obesidad (IMC>30 Kg/m?), 37 sin TCA (OB-ED) y 20
con TCA (OB+ED, de tipo trastorno por atracon o bulimia nerviosa). El diagnéstico de
TCA se realiz6 a través de una entrevista clinica semiestructurada y de acuerdo con
criterios DSM-5. Las concentraciones plasméticas de AEA y 2-AG (ng/ml) se analizaron
mediante cromatografia-espectrometria de masas a partir de la extraccion de una muestra
de sangre venosa periférica tras ayuno nocturno de al menos 12 horas. Las pacientes
fueron evaluadas mediante una bateria estandarizada de pruebas psicométricas
autoreportadas (DERS, UPPS-P, SCL-90R, YFAS-2). El IMC (Kg/m?) se obtuvo en
ayunas usando el analizador de composicién corporal Tanita BC-420MA. La
comparacion entre grupos se realizé mediante el andlisis de varianza (ANOVA) para las
cuantitativas. Para analizar las diferencias en las concentraciones plasmaticas de AEA 'y
2-AG se empled un andlisis de covarianza (ANCOVA) ajustado por edad. La relacion
entre variables biol6gicas, clinicas e IMC se exploré mediante el analisis de pathways
basado en un modelo de ecuacion estructural en cada uno de los grupos clinicos (AN,
OB-ED, OB+ED).

Resultados. La comparacion de las concentraciones plasmaticas de AEA y 2-AG entre
grupos relevo la existencia de diferencias significativas en AEA (p<0.001), pero no en 2-
AG. Especificamente, se evidenciaron mayores concentraciones plasmaticas de AEA en
los grupos con obesidad en comparacién con el grupo control (OB-ED, p<0.001; OB+ED,
p=0.002) y el grupo con AN (OB-ED, p<0.001; OB+ED, p=0.002). Sin embargo, no hubo
diferencias significativas cuando se compararon los grupos con obesidad entre si ni el
grupo control con los sujetos con AN. Curiosamente, el grupo OB-ED reporto
concentraciones significativamente menores de 2-AG que el grupo control (p=.035). El
analisis de pathways mostro la existencia de una asociacion directa significativa entre una
mayor concentracion de AEA y un menor IMC en el grupo AN, que define una mayor
gravedad del trastorno. Contrariamente, mayores concentraciones de AEA se asociaron
con un mayor IMC en los grupos con obesidad. Las distintas variables clinicas
desempefiaron un rol mediador entre AEA e IMC, con asociaciones comunes y distintivas

entre los grupos clinicos.
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Conclusiones. Este estudio revela la existencia de alteraciones en las concentraciones
plasmaticas de AEA y 2-AG en el continuum de condiciones clinicas extremas de peso y
alimentacion. Asimismo, pone de manifiesto la presencia de asociaciones entre variables
bioldgicas y clinicas a la hora de definir potenciales vias endo-fenotipicas de gravedad en
las entidades clinicas del continuum. Se espera que estos resultados sirvan de precedente
a futuros estudios en la identificacion de nuevas dianas de tratamiento, con el fin de

promover un abordaje terapéutico mas individualizado.
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Abstract

Background. Anandamide (AEA) and 2-arachidonoylglycerol (2-AG) play a pivotal role in
stimulating motivational behavior toward food and energy metabolism. Aberrant functioning of
the endocannabinoid system has been observed in extreme weight conditions (EWCs), suggest-
ing it may influence pathophysiology. Then, we aimed to analyze fasting AEA and 2-AG plasma
concentrations among individuals with EWC (i.e., anorexia nervosa [AN] and obesity with and
without eating disorders [EDs]) compared with healthy controls (HCs), and its association with
clinical variables and body mass index (BMI).

Methods. The sample included 113 adult women. Fifty-seven belonged to the obesity group,
37 without EDs (OB-ED) and 20 with ED (OB+ED classified within the binge spectrum
disorders), 27 individuals from the AN group, and 29 from the HC group. Peripheral blood
samples, several clinical variables, and BMI were evaluated.

Results. Unlike 2-AG, AEA concentrations showed significant differences between groups
(p < 0.001). Increased AEA was observed in the OB-ED and OB+ED compared with both HC
and AN group, respectively. Likewise, AEA was differentially associated with emotional dysre-
gulation, general psychopathology, food addiction, and BMI in all clinical groups.
Conclusions. These results support the interaction between biological and clinical factors
contributing to delineating vulnerability pathways in EWC that could help fit personalized
therapeutic approaches.

Introduction

The extreme weight condition (EWC) construct has been used to classify individuals with
unhealthy eating behaviors, altered body adiposity, metabolism, and nutrition patterns
[1-3]. These clinical conditions would be distributed within a continuum where, at one extreme
anorexia nervosa (AN) is found, whereas the other end is represented by obesity [1-3]. While AN
is an eating disorder (ED) characterized by a low body mass index (BMI) (i.e., BMI < 18 kg/mz),
obesity is defined as a metabolic disorder with a BMI > 30 kg/m’, according to the World Health
Organization [4]. EDs are mental illnesses with multifactorial etiopathogenesis involving
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biological to psychosocial factors [5, 6]. Bulimia nervosa (BN) and
binge eating disorder (BED) are also EDs, which could be under-
stood under the umbrella of the so-called binge spectrum disorders
(BSDs) [7], with an important lifetime prevalence of obesity [8—
10]. In fact, the frequency of binge eating episodes (BEs) can
increase the risk for obesity in almost half of the individuals with
BSD [8, 9], suggesting the existence of shared biological and envir-
onmental vulnerability factors between both entities [11-16].

In the last decades, the endocannabinoid (eCB) system has
emerged as a biological factor implicated in the pathogenesis of
EWC, given its modulating role in eating behavior, energy metab-
olism, and food-related reward processing [17-20]. This system is
composed of endogenous ligands (i.e., endocannabinoids, eCBs),
cannabinoid receptors (CBRs), and the enzymatic machinery in
charge of the synthesis and degradation of the eCBs [20]. In add-
ition to being the two best-known eCBs [21], anandamide (AEA)
and 2-arachidonoylglycerol (2-AG) are involved in homeostatic
and hedonic aspects of feeding by pleiotropic actions [22, 23],
mostly through their union with the type-1 CBR (CB1R) [24]. While
AEA has a higher affinity than 2-AG, acting as a partial agonist,
2-AG is considered a full CBIR agonist [25]. This receptor is
predominantly located in the central nervous system (CNS) [19,
26], where brain 2-AG concentrations are almost 200 times higher
than those of AEA [27], but also found peripherally (e.g., adipose
tissue, gastrointestinal tract, liver, pancreas, skeletal muscle, and
kidney) [24, 28].

Globally, the eCB system exerts a central orexigenic function
[29] as a retrograde inhibitor of dopaminergic neurotransmission
in both regulatory pathways of intake, homeostatic and hedonic
[30, 31]. As part of the homeostatic mechanism, the eCB system is
involved in the integration of peripheral and central hunger and
satiety signals in the hypothalamus, promoting behaviors toward
food acquisition [20, 32]. In the hedonic pathway, the eCB system
modulates mesolimbic circuits that are involved in increasing
motivation toward food (i.e., “wanting to eat” psychological pro-
cess) and reinforcing the rewarding properties of food (i.e., “liking
eating” psychological process) [32, 33]. AEA has been classically
defined as a physiological meal initiator, increasing motivation
toward food (i.e., “wanting to eat”) [30] and the hedonic aspects
of food (i.e., “liking eating”) [34, 35]. 2-AG has been mostly related
to reinforcing the rewarding properties of food (i.e., “liking eating”)
[36], suggesting a distinctive role to each one [36, 37]. In addition,
the eCB system promotes peripherally anabolic processes toward
energy storage [38], with increased concentrations during fasting
and decreased after feeding at both CNS and peripheral tissues
[39]. A bidirectional cannabinoid signaling between brain regions
and peripheral tissues has been described, which might contribute
to intrinsically regulating the activity of the eCB system [37, 40—
45]. Interestingly, in recent years, the gut-brain vagal axis has
received special attention due to its potential role in regulating
energy balance [46]. This axis seems to modulate central homeo-
static and hedonic feeding pathways through the signaling of
several peripheral endocrine factors (e.g., ghrelin, leptin, etc.),
including peripheral eCBs [40].

In the context of EWC, studies have hypothesized alterations in
the eCB system could underlie maladaptive behavior [47]. In obes-
ity, a hyperactive eCB system has been described, with increased
CBI1R availability [48], as well as AEA and/or 2-AG concentrations
during fasting [38, 49-51]. In patients with BED, higher AEA
concentrations have been observed compared with healthy controls
(HCs), hypothesizing that increased AEA in BED could be a risk
factor for BEs [52]. However, in patients with BN, who also report

https://doi.org/10.1192/j.eurpsy.2023.2411 Published online by Cambridge University Press

Baenas et al.

BE, no significant differences have been found compared with HC
[52]. Although a hypoactive eCB system has been stated in AN [53—
55], describing a lower CBIR availability [56], findings related to
the amount of eCBs remain still inconclusive [52, 57]. Monteleone
et al. [52] described higher plasma AEA concentrations in AN
compared with HC, whereas a recent study reported lower AEA
concentrations in acute phases of the disorder and post-recovery
[57], which was also supported in animal models [56]. Regarding
2-AG, studies in EDs have shown no significant differences in 2-AG
concentrations when comparing BSD or AN with HC [45, 52, 57].

The association between eCBs and body composition has been
explored with the intent to provide further insight into the potential
underlying neurobiological mechanisms among EWC [58, 59]. In
this line, a study in individuals with EDs and obesity described a
negative association between BMI and CBIR availability in both
hypothalamic (i.e., homeostatic pathway) and mesolimbic regions
(i.e., hedonic pathway), supporting the existence of compensatory
mechanisms that seek to counteract the abnormal activity of the
eCB system in EWC [58]. On the other hand, in HC, CBIR
availability was inversely linked to BMI, but only regarding the
homeostatic pathway [58]. In the general population, a study
exploring a wide range of BMI observed higher 2-AG concentra-
tions in subjects with obesity and lower AEA in individuals with
underweight [49]. These interactions between the eCB system and
anthropometric measurements such as BMI might preliminarily
indicate the existence of different functional links among individ-
uals with different body compositions.

From a psychological perspective, the eCB system has shown to
be involved in the pathogenesis of mood disturbances and impulse
control problems [60-67]. Indeed, the role of eCBs has been
explored in some psychiatric disorders such as addictive-related
disorders [60, 61], borderline personality disorder [62, 63], post-
traumatic stress disorder (PTSD) [64-66], and depression
[67]. However, findings are mixed so far. For instance, while studies
have described an elevated availability of CBIR in the brain of
patients with PTSD [65], other studies have shown elevated [63]
or reduced [62, 68] circulating eCBs concentrations. In the context
of EWC, the evidence exploring the clinical interactions of eCBs is
scarce. Preliminary results have reported an association between
CBI1R down-regulation and EDs severity and personality traits such
as novelty-seeking and perfectionism [69, 70], suggesting a poten-
tial role in the psychopathology of EWC.

In this line, some investigations have explored the eCB system as
a potential pharmacological target for treating mood-related dis-
orders [71] and obesity with BE [72]. While studies have suggested
that increased AEA concentrations might have an antidepressant
and anxiolytic effect in both animal and human models [73-75], in
obesity with BE, the CB1R blockade has shown effects in reducing
food intake and, even, weight and adiposity [47, 76]. However,
clinical trials have not been successful given the side effects of
pharmacological treatments [71, 77]. To date, the evidence
obtained requires further studies to consolidate these findings.
The peripheral eCB system should be considered as a potential
therapeutic target [78], supported by the existence of bottom-up
cannabinoid signaling (e.g., gut-brain axis) [40, 41, 43] potentially
involved in the pathophysiology of EWC [40, 44] and opening the
possibility of minimizing side effects [47].

Given this background, our initial objective was to evaluate
differences in fasting circulating AEA and 2-AG concentrations
in individuals with EWC compared with HC. Furthermore, aiming
to explore the interaction between circulating AEA and 2-AG
concentrations, BMI, and clinical variables, we investigated the
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underlying role of eCBs in each clinical group. We hypothesized
obesity groups without (OB-ED) and with ED (OB+ED) would
exhibit increased eCBs concentrations compared with the AN and
HC group while the AN group would report the lowest eCBs
concentrations. Considering the distinctive role of both 2-AG
and AEA on food intake, we expected characteristic associations
with BMI and clinical variables in each clinical group.

Methods
Participants

A total of 113 adult women (18-56 years old) were recruited:
57 individuals had obesity, 37 OB-ED and 20 OB+ED (3 BN and
17 BED); and 27 individuals had AN (25 restrictive and 2 binge-
purging subtypes). Clinical groups were compared with 29 HC
(BMI = 18-24.99 kg/m?). Individuals with EDs were diagnosed
according to DSM-5 criteria [5], using a semi-structured interview
based on the SCID-5 [79]. Participants from the AN and OB+ED
group were recruited from the Eating Disorders Unit at the Bellvitge
University Hospital (Barcelona, Spain), while those individuals
with OB-ED were recruited from the Endocrinology and Nutrition
Unit at the same hospital. The HC group was recruited via advert-
isements from the same catchment area. In those with EDs, inclu-
sion in the study occurred within the first week of treatment
admission.

All participants underwent the Mini-International Neuro-
psychiatric Interview (M.LN.IL) [80] to assess the presence of a
psychiatric disorder. In the case of HC, exclusion criteria were a
lifetime history of ED, based on DSM-5 diagnostic criteria, and/or
obesity, and a current diagnosis of a psychiatric disorder. The study
deferral criteria for all participants were male sex, the presence of an
organic mental disorder, or an intellectual disability, as well as
current problematic use of alcohol and illicit drugs (e.g., cannabis
or cocaine).

Procedures

Participants were evaluated at Eating Disorders Unit (Bellvitge
University Hospital, Barcelona, Spain) by experienced clinical
psychologists and psychiatrists in two separate sessions. The first
session consisted of a semi-structured clinical interview and self-
report questionnaires that are part of the standardized psychomet-
ric assessment routinely performed in the initial clinical evaluation
in our treatment unit. These psychometric instruments are
designed at assessing general psychopathology, emotion regulation,
and impulsivity. The second session consisted of measuring BMI
and collecting fasting blood samples to assess circulating AEA and
2-AG concentrations.

Ethics

The study was carried out according to Good Clinical Practice and
the Declaration of Helsinki. The study protocol was approved by
the Ethics Committee of the Bellvitge University Hospital
(PR146/14). All participants were thoroughly informed of the
procedures and provided written informed consent.

Assessments

Anthropometric measures
Height was measured by a stadiometer without wearing shoes. This
information was introduced in a leg-to-leg body composition
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analyzer using a Tanita BC-420MA (Tanita BC-420MA, Tanita
Corp., Tokyo, Japan) to collect body composition variables and
obtain BMI. This instrument is a noninvasive bioelectrical imped-
ance analyzer that estimates body composition, considering age
and sex.

Biological measures

Blood samples were obtained in the morning, after at least 12 hours
of fasting. Blood was processed at 1,700 g in a refrigerated centri-
fuge (4°C) over 20 min. Plasma was separated immediately and
stored at —80°C until its analysis. AEA and 2-AG were analyzed by
liquid chromatography-mass spectrometry (LC/MS-MS) with a
previously validated method [59].

Clinical measures

Symptom Checklist-90 Items-Revised (SCL-90-R) [81]; Spanish val-
idation [82]. The SCL-90-R assesses nine scales on general psycho-
pathology: somatization, obsessive—compulsive, interpersonal
sensitivity, depression, anxiety, hostility, phobic anxiety, paranoid
ideation, and psychoticism. In addition, it assesses three global
psychological distress indices: Global Severity Index (GSI), Positive
Symptom Total (PST), and Positive Symptom Distress Index
(PSDI). The internal consistency in our sample was a = 0.98.

Yale Food Addiction Scale 2.0 (YFAS 2.0) [83]; Spanish valid-
ation [84]. This is a self-reported scale to assess food addiction
(FA) based on the 11-substance dependence-related symptoms
adapted to the context of food consumption. The YFAS 2.0 consists
of 35 items and produces two measurements: (a) a continuous
symptom count score that reflects the number of fulfilled diagnostic
criteria (ranging from 0 to 11), and (b) a binary measurement
(present versus absent) based on the number of symptoms
(at least 2) and the self-reported clinically impairment or distress.
Additionally, it gives the severity cut-offs: mild (2-3 symptoms),
moderate (4-5 symptoms), and severe (611 symptoms). The
internal consistency of our sample was o = 0.97.

Difficulties in Emotion Regulation Strategies (DERS) [85]; Span-
ish validation [86]. This is a 36-item self-reported scale to assess
emotional dysregulation, divided into six subscales: lack of emo-
tional awareness, lack of emotional clarity, nonacceptance of emo-
tional responses, difficulties engaging in goal-directed behavior,
limited access to emotional regulation strategies, and impulse
control difficulties. Participants responded using a five-point Likert
scale ranging from 1 (rarely) to 5 (almost always). Higher scores
indicate greater problems in emotion regulation. The internal
consistency of the DERS total score in our sample was a = 0.96.

Impulsive Behavior Scale (UPPS-P) [87]; Spanish validation
[88]. It measures five facets of impulsive behavior through self-
report on 59 items: negative urgency; positive urgency; lack of
premeditation; lack of perseverance; and sensation-seeking. The
internal consistency in this study was a = 0.90.

Statistical analysis

Statistical analysis was carried out with Statal7 for Windows
[89]. Comparisons between groups were done with chi-square tests
(%) for categorical variables, and analysis of variance (ANOVA) for
quantitative variables. A statistical power calculation was previ-
ously performed for the mean comparisons displaying values
ranging from 1 — f = 0.81 to 1 — B = 0.89, a threshold usually
considered acceptable in medical science (1 — B = 0.80). Differences
between groups in 2-AG and AEA concentrations were done with
an analysis of covariance (ANCOVA), adjusted by the participants’
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age. Fisher’s least significant difference method was employed for
multiple comparisons, and standardized Cohen’s-d statistic
assessed the effect size of the mean differences (low—poor effect
size was interpreted for |d| > 0.20, moderate-medium for |d| > 0.50,
and large-high for |d| > 0.80) [90].

Finally, a path analysis procedure was conducted to explore
underlying relationships between biological variables and clinical
features. This statistical procedure is an extension of multiple
regression modeling and estimates the magnitude and significance
of a set of relationships between variables, including mediational
links (direct and indirect effects) [91]. Path analysis was run as a
case of structural equation modeling (SEM) with the maximum-
likelihood estimation method. To assess the invariance of the
structural coefficients between the diagnostic types a multi-group
model was defined and tested. Goodness-of-fit was evaluated using
standard statistical measures and adequate fitting was considered
for: nonsignificant result for the y* test, the root mean square error
of approximation (RMSEA) < 0.08, Bentler’s Comparative Fit Index
(CFI) > 0.90, Tucker—Lewis Index (TLI) > 0.90, and the standard-
ized root mean square residual (SRMR) < 0.10 [92]. The coefficient
of determination (CD) measured the global predictive capacity of
the model. In this study, SEM was obtained for each clinical group.

Results
Descriptive of the sample

Table 1 displays the distribution of the socio-demographic, BMI,
and clinical variables (total scores), and the comparison between
groups. As expected, significant differences between groups were
found in BMI (p < 0.001*), UPPS-P (p = 0.001%), SCL-90R GSI
(p < 0.001%), DERS (p < 0.001%), Y-FAS 2.0 (p < 0.001*), but also in
age (p < 0.001*). For this reason, age was considered confounding.

Comparison of biological measures between the groups

Table 2 displays the results of the ANCOVA (adjusted by age),
comparing 2-AG and AEA between groups. Regarding 2-AG,
differences between HC and obesity groups (i.e., OB-ED and OB
+ED) were observed, displaying the HC group with significantly
higher mean concentrations. On the other hand, obesity groups
registered the highest AEA mean concentrations (0.45 and 0.38,
respectively), which statistically differed from those registered in
the AN and HC groups (0.22 and 0.25, respectively). Figure 1 shows
the scatterplots displaying the relationships between 2-AG and
AEA with BMI. The plots evidence the moderator role of the ED
subtype: (a) for 2-AG a negative relationship was identified with
BMIamong HC and AN, while no significant association was found
between OB+ED and OB-ED group; and (b) for AEA, a positive
association was found with BMI among OB-ED, a negative associ-
ation among AN, and a nonsignificant association was identified
among HC and OB+ED conditions.

Path analysis

The multi-group model assessing the invariance by the diagnostic
types achieved adequate fitting: y* = 16.06 (p = 0.378),
RMSEA = 0.050, CFI = 0.991, TLI = 0.948, and SRMR = 0.090.
The global predictive capacity of the model was CD = 0.187. The
joint test for invariance obtained significant results (x> = 72.35,
p =0.001), indicating that the set of relationships between variables
was different among diagnostic groups.
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Figure 2 shows the path diagram with standardized coefficients
for each clinical group. To facilitate interpretation, only significant
relationships have been plotted (nonsignificant parameters have
been deleted in the figure). Coefficients with statistical differences
between groups are represented in red lines whereas black lines
represent no statistical differences. Multi-group SEM for the com-
plete sample can be viewed in the Supplementary Material (Figure
S1).

In the AN group, higher 2-AG concentrations predicted a worse
psychopathological state, while lower AEA concentrations pre-
dicted higher BMI and higher emotional dysregulation levels
(DERS). The UPPS-P and YFAS scores were also higher for patients
with higher emotional dysregulation levels, while the BMI was also
higher in patients with higher DERS scores but lower general
psychopathology.

In the OB+ED group, higher AEA concentrations contributed to
increasing YFAS scores and BMI and decreased DERS total score.
UPPS-P and YFAS were also increased for patients with higher
emotional dysregulation levels. Higher impulsivity levels were
related to a worse psychopathological state. In the model, no
significant associations were observed for 2-AG with other vari-
ables.

In the OB-ED group, higher AEA concentrations predicted
higher YFAS scores and BMI, and lower DERS total scores.
UPPS-P was increased for patients with higher emotional dysregu-
lation scores, while YFAS total score was higher for patients with a
worse psychopathological state. In the model, no significant asso-
ciations were observed for 2-AG with other variables.

A common mediational link was observed between AEA con-
centrations and specific clinical features within the three diagnostic
groups: lower AEA concentrations predicted a higher DERS total
score, which, in turn, predicted a worse psychopathological state.

Discussion

The present study found higher AEA concentrations in the obesity
groups compared with the HC and AN group, as well as higher
2-AG concentrations in the HC group compared with the OB-ED
group. Interestingly, AEA concentrations showed a distinct asso-
ciation with BMI among EWC. In AN, higher AEA concentrations
predicted lower BMI, whereas, in the obesity groups, increased AEA
concentrations were linked to higher BMI and FA. In all clinical
groups, higher AEA concentrations were related to lower emotional
dysregulation and indirectly predicted lower general psychopath-
ology. Emotional dysregulation also mediated the relationship
between AEA and impulsivity. Higher 2-AG concentrations pre-
dicted greater general psychopathology in the AN group.
Differences between groups in circulating eCBs concentrations
partially supported our hypotheses. On the one hand, the obesity
groups (i.e., OB-ED and OB+ED) exhibited similar AEA concen-
trations, which were significantly higher than in the HC and AN
group, respectively. We expected to obtain elevated circulating
eCBs concentrations in individuals with obesity, according to pre-
vious studies [38, 49, 50, 52]. Increased AEA concentration sup-
ported the rationale that AEA could be a vulnerability factor for
overeating in obesity and BSD [20, 52, 93], as well as a risk factor for
the onset and maintenance of BE [52, 94]. Considering peripheral
eCBs also influence vagal-dependent activity at the central level, our
results raise the question of whether AEA specifically may play a
key role in the pathophysiology of obesity and BED through the
gut-brain vagal axis, underlying BE by triggering both homeostatic
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Table 1. Descriptive of the sample

HC; n =29 AN; n =27 OB+ED; n = 20 OB-ED; n =37
Mean SD Mean SD Mean SD Mean SD P
Age (years-old) 37.38 10.51 22.96 5.47 1.2 9.90 39.92 9.70 <0.001*
Education (years) 7.66 6.05 11.89 5.06 6.25 5.84 8.59 5.80 0.006*
Body mass index (kg/mz) 2231 2.29 16.63 1.69 40.35 7.46 43.05 8.63 <0.001*
UPPS-P: Total 113.38 19.25 127.44 24.32 135.75 19.45 121.30 14.49 0.001*
SCL-90R: GSI score 0.63 0.64 1.69 0.61 1.95 0.76 0.98 0.54 <0.001*
DERS: Total 70.62 19.97 109.19 26.49 109.90 24.84 80.92 21.01 <0.001*
YFAS-2: Total 121 2.60 4.63 3.13 8.90 1.92 3.95 3.02 <0.001*

Abbreviations: AN, anorexia nervosa; DERS, Difficulties in Emotion Regulation Scale; HCs, healthy controls; OB+ED, obesity with eating disorder; OB-ED, obesity without eating disorder; SCL-90-R
GSI, Symptom Checklist-90-Revised, global severity index; SD, standard deviation; UPPS-P, Impulsive Behavior Scale; YFAS-2, Yale Food Addiction Scale.

*Bold: Significant comparison (0.05 level).

Table 2. Comparison between groups: ANCOVA adjusted by age

HC; n =29 AN; n =27 OB+ED; n = 20 OB-ED; n =37

Mean SD Mean SD Mean SD Mean SD F-stat df p
2-AG 6.72 4.86 5.35 3.92 5.78 3.00 477 2.46 1.59 3/108 0.195
AEA 0.25 0.07 0.22 0.07 0.38 0.09 0.45 0.24 13.08 3/108 <0.001*

Pairwise comparisons
HC vs. AN HC vs. OB+ED HC vs. OB-ED AN vs. OB+ED AN vs. OB-ED OB+ED vs. OB-ED

P ld p |d| P ld| P ld| P [d] P |d|
2-AG 0.224 0.36 0.376 0.23 0.035* 0.51" 0.724 0.12 0.614 0.18 0.328 0.37
AEA 0.632 0.31 0.002* 1.68" <0.001* 1.13" 0.002* 1.99" <0.001* 1.26" 0.110 0.37

Abbreviations: 2-AG, 2-arachidonoylglycerol; AEA, anandamide; AN, anorexia nervosa; HCs, healthy controls; OB+ED, obesity with eating disorder; OB-ED, obesity without eating disorder; SD,

standard deviation.
*Bold: Significant comparison (0.05 level).
"Bold: Effect size into ranges mild-moderate (|d| > 0.50) to high-large (|d| > 0.80).

and hedonic brain circuits [40]. Besides, due to the modulation of
eCBs on other endocrine processes in peripheral tissues such as the
gastrointestinal tract and liver [42, 45, 48], this increase of AEA
would also underlie other metabolic disorders, which are highly
comorbid in obesity (with and without EDs) (e.g., diabetes mellitus,
dyslipidemia, etc.) [10, 38].

On the other hand, only the OB-ED group significantly differs in
2-AG concentrations from the HC group, surprisingly showing
lower 2-AG concentrations. Considering this unexpected result,
we emphasize the need for experimental research to explore the
different factors, physiological pathways, and biofeedback mech-
anisms that seem to be involved in promoting the eCB system
actions [37,40, 44, 95, 96]. In this line, genetic alterations modifying
the enzymatic activity of the eCB system could be involved in a
dysfunctional eCBs synthesis [95-98]. For example, fatty acid
amide hydrolase (FAAH) gene polymorphisms have been
described in obesity [95, 98], an enzyme aimed at eCBs degradation,
specially AEA [78, 99]. Other animal and human works have
described increased eCBs concentrations linked to a reduced cen-
tral and peripheral expression of FAAH in obesity [95, 98], being
this enzyme even proposed as a potential biomarker of BE
[96]. Although our study did not further investigate genetic factors
underlying eCBs concentrations, future studies should assess
whether specific genetic polymorphisms such as those related to
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FAAH or more specific enzymes responsible for the metabolism of
2-AG [47] would underlie differences in circulating eCBs.

In the AN group, the lack of differences in 2-AG concentrations
when compared with HC were in line with previous studies [52,
57]. Regarding AEA, this group showed significantly lower AEA
concentrations compared with the obesity groups, although these
differences were not observed between the AN and HC group.
Despite this latter finding contrasted with previous works [52, 57],
this lack of differences could respond to a compensatory mechanism
secondary to a hypoactive eCB system in AN [53-55]. As speculative,
this fact could be understood as an intent of the eCB system to
promote food intake in AN through the stimulation of the homeo-
static pathway [54, 55, 69]. In addition, considering the role of AEA in
motivational reward processing [32, 33], a plausible hypothesis
addressed by Monteleone [94] would suggest that increased AEA
concentrations may also act by reinforcing self-starvation which
would allow patients with AN to cope with the sensation of hunger
despite prolonged restriction [94]. Whether this hypothesis [94] may
help to explain our result, the cross-sectional nature of our study did
not allow us to confirm it. However, the association between AEA
and BMI in the clinical groups could preliminarily support this
rationale.

Noticeably, the SEM analysis showed that higher AEA predicted
lower BMI in AN whereas higher BMI in the obesity groups,
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Figure 1. The scatterplot displays regression analysis of the association of circulating 2-arachidonoylglycerol (2-AG) and anandamide (AEA) concentrations with body mass index

(BMI). Continuous line: regression line. Green line: regression line in healthy controls. Red li

ne: regression line in anorexia nervosa. Blue line: regression line in obesity with eating

disorder. Black line: regression line in obesity without eating disorder. 2-AG, 2-arachidonoylglycerol (ng/ml); AEA, anandamide (ng/ml); BMI, body mass index (kg/m?); HCs, healthy
controls; AN, anorexia nervosa; OB+ED, obesity with eating disorder; OB-ED, obesity without eating disorder.

suggesting that an elevated AEA might be a potential indicator of a
more extreme BMI in each clinical condition. Besides, as we
expected, AEA and 2-AG showed different links with BMI and
psychological variables in the clinical groups. For instance, 2-AG
was only related to BMI in the AN group. In this case, similar to a
previous study [74], higher 2-AG concentrations were related to
greater general psychopathology, which acted as a mediational
factor in predicting a lower BMI. This result is interesting because
previous studies have pointed to the association of general psycho-
pathology (e.g., anxiety, depressive symptoms, hostility, etc.) with
lower BMI and greater severity in AN [100, 101]. Then, our SEM
analysis may delineate the existence of a potential endophenotype
characterized by the interplay between 2-AG and general psycho-
pathology that would particularly predict BMI in AN, a criterion of
severity in this disorder [102].

Interestingly, all clinical groups showed a common pathway
related to AEA and some clinical factors. Thus, lower AEA pre-
dicted higher emotional dysregulation, which also mediated greater
general psychopathology. In addition, a higher emotional dysregu-
lation predicted greater impulsivity. The clinical associations
observed in the SEM analysis were in line with previous literature
[103-105], as well as the potential association between these psy-
chological variables and BMI in EWC [100, 101, 106]. Moreover,
AEA has been linked to emotional processing and impulsivity in
other psychiatric disorders [60-67, 107, 108] being, for example,
lower AEA concentrations linked to higher emotion dysregulation

https://doi.org/10.1192/j.eurpsy.2023.2411 Published online by Cambridge University Press

[65, 68]. In EWC, these results pointed to the possible participation
of peripheral eCBs along with psychological processes involved in
impulsivity, emotional regulation, and mood that may modulate
feeding behavior [103-105]. Besides, higher AEA concentrations
predicted higher FA, which is highly prevalent in individuals with
obesity [84, 109—113]. Particularly, the association between AEA
and FA was also mediated by emotional dysregulation in the OB
+ED group and by general psychopathology in the OB-ED group.
In individuals with BSD, the co-occurrence of ED and FA has been
associated with greater emotional dysregulation and general psy-
chopathology compared with those without FA [109]. In obesity,
the presence of FA has been related to depressive symptoms and
impulsivity traits [114]. The specific clinical pathways of AEA could
imply a differential pattern characterizing individuals with obesity
with or without a diagnosis of ED. However, higher FA scores in
OB-ED could draw a clinical profile more similar to OB+ED. These
findings reinforce the notion that AEA may represent a shared
vulnerability factor underlying transdiagnostic psychological fea-
tures not only among different psychiatric disorders including EDs
[115, 116], but also in OB-ED in the context of EWC.

Altogether, the eCB system could be a crucial pharmacological
target regarding its involvement in the regulation of food intake and
weight management [77, 117-119], as well as in psychopathological
processes among individuals with EWC. Consistent with this
notion, the eCB system has been proposed as a therapeutic target
in EWC to manage the metabolic comorbidities and cardiovascular
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Figure 2. Path diagram: standardized coefficients (results adjusted by age) (in color). Continuous line: significant parameter. Dash line: nonsignificant parameter. Black line:
invariant parameter (the coefficient is statistically equal between the diagnostic subtypes). Red line: noninvariant parameter (the coefficient is statistically different between the
diagnostic subtypes). 2-AG, 2-arachidonoylglycerol; AEA, anandamide; AN, anorexia nervosa; BMI, body mass index; DERS, Difficulties in Emotion Regulation Scale; OB+ED, obesity
with eating disorder; OB-ED, obesity without eating disorder; SCL-90-R GSI, Symptom Checklist-90-Revised, global severity index; UPPS-P, Impulsive Behavior Scale; YFAS-2, Yale

Food Addiction Scale.

risk factors linked, for example, to obesity such as dyslipidemia and
diabetes mellitus [119, 120]. Likewise, it has been postulated effect-
ive drugs to treat endocrine-related diseases, which contemplate
interrelations between the eCB system and other endocrine path-
ways (e.g., thyroid hormones, estrogens, glucose metabolism, etc.),
might be potential candidates to essay among EWC [121].

The present study should be considered in light of some limi-
tations, such as a sample consisting of women seeking treatment.
Therefore, it does not represent the general population with AN
and obesity (with and without ED). Besides, the cross-sectional
design did not allow us to infer causality from our results.
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Moreover, our study did not investigate the effect of purging
behaviors (in the OB+ED group), as well as some factors such as
sex hormones, medication, or the effect of excessive physical activ-
ity (in AN), which would influence the eCB system functioning
[122]. Likewise, although the use of cannabis and other illicit drugs
was controlled, tobacco use was not an exclusion criterion. In the
future, studies should not disregard its effect on eCBs concentra-
tions. Finally, considering the influence of physiological hunger and
satiety signals, further research should analyze circulating eCBs in
both fasting and postprandial conditions to accurately report the
changes in circulating concentrations of 2AG and AEA and
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evaluate if there are differences between them. Notwithstanding
these limitations, to the best of our knowledge, this is the first study
to show the complex interplay between eCBs and psychological
variables in EWC. Although several variables could be considered
in future studies as confounders, this study did include the use of a
previously validated procedure to obtain plasma eCBs concentra-
tions, the presence of a control group, and adjusting for age.

Conclusions

Our results support the notion that AEA and 2-AG have different
functional roles in EWC, where AEA predominantly influences
BMI and psychological features. In individuals with EDs and
obesity, AEA emerges as a possible biological marker of a more
extreme BMI and psychopathological profile. In the case of indi-
viduals with obesity, although AEA concentrations were similar,
the presence or absence of an ED was differentiated by the associ-
ation of AEA with clinical variables. However, the increase of AEA
in OB-ED defined a clinical profile more closely resembling the OB
+ED group. Likewise, the interplay between 2-AG and BMI, medi-
ated by general psychopathology, could underlie a more severe
profile in individuals with AN. As a result, these findings evidence
the implication of eCBs in abnormal eating behavior, weight dis-
turbances, and psychopathological features, which could represent
a potential pharmacological target in EWC.

Supplementary material. The supplementary material for this article can be
found at https://doi.org/10.1192/j.eurpsy.2023.2411.
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ESTUDIO V

Titulo del articulo

Cluster analysis in gambling disorder based on sociodemographic, neuropsychological,

and neuroendocrine features regulating energy homeostasis.

Analisis de clusteres en el trastorno de juego basado en variables sociodemogréficas,

neuropsicoldgicas y sustratos neuroendocrinos reguladores de la homeostasis energética.

Resumen

Introduccion. El trastorno del juego (TJ) se entiende como una entidad compleja y
heterogénea, lo que ha llevado a la identificacion de diferentes subtipos clinicos con
implicaciones distintivas en la gravedad del trastorno y en la respuesta al tratamiento.
Hasta la fecha, la gran mayoria de estudios existentes se han basado en la identificacion
de clusteres en funcion de distintas caracteristicas fenotipicas. Sin embargo, la definicién
de subtipos de TJ basados en caracteristicas endofenotipicas como factores
neuropsicoldgicos y neuroendocrinos previamente relacionados con los procesos

adictivos son minoritarios.

Objetivos. El primer objetivo de este estudio fue identificar subgrupos empiricos en
individuos con TJ basados en factores neuropsicologicos (flexibilidad cognitiva, control
inhibitorio, toma de decisiones, memoria de trabajo, atencion), sustratos neuroendocrinos
clasicamente definidos como reguladores de la homeostasis energética (grelina, leptina,
adiponectina y el péptido antimicrobiano expresado en el higado-2 (LEAP-2)) y
sociodemogréaficos (edad y sexo). El segundo objetivo fue comparar los perfiles entre
subgrupos, teniendo en cuenta las variables utilizadas para el procedimiento de
generacion de los cllsteres y otras caracteristicas sociodemogréficas, clinicas y
psicologicas.

Meétodo. La muestra estaba compuesta por 297 pacientes adultos (93,6% varones, edad
media de 39,58 + 14.16 afios) con diagnostico de TJ que habian solicitado tratamiento
especializado en régimen ambulatorio en la Unidad de Adicciones Comportamentales del

Hospital Universitario de Bellvitge (Barcelona). El diagndstico de TJ se realizo en base a
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una entrevista clinica semiestructurada y de acuerdo con criterios DSM-5. Ademas, los
pacientes fueron evaluados mediante baterias estandarizadas de pruebas psicométricas
autoreportadas (Criterios DSM, SOGS, DERS, TCI-R, UPPS-P, SCO-90R, YFAS-2) y
neuropsicoldgica (IGT, WCST, TMT Parte Ay B, SCWT y la tarea de digitos y vocabulario
del WMS-II1). Se obtuvo muestra de sangre venosa periférica tras ayuno nocturno para
medir las concentraciones plasmaticas de los diferentes factores neuroendocrinos, para
cuyo analisis se emplearon kits especificos. Se empled un método de agrupacion
jerérquica aglomerativa considerando las variables sociodemogréficas, neuropsicologicas
y neuroendocrinas descritas como indicadores para el procedimiento. Las comparaciones
entre los grupos empiricos se realizaron mediante pruebas de Chi-cuadrado (32) para
variables categoricas, y analisis de varianza (ANOVA) para las medidas cuantitativas.

Resultados. EI modelo éptimo de agrupacion estuvo conformado por tres clisteres
mutuamente excluyentes. Las caracteristicas neuropsicologicas tuvieron el mayor peso
en la diferenciacion de grupos. Las variables sociodemograficas y neuroendocrinas
tuvieron un efecto medio-bajo, siendo leptina el sustrato neuroendocrino mas influyente
para la agrupacion. El cluster mas numeroso (Grupo 1, 65,3%) estaba compuesto por
varones jovenes con preferencias por el juego estratégico y online, que puntuaban mas
alto en rasgos de impulsividad, pero con un menor deterioro cognitivo. Los Grupos 2
(18,2%) y 3 (16,5%) se caracterizaron por una proporcion significativamente mayor de
mujeres y de adultos mayores con preferencias por el juego no estratégicas y un peor
rendimiento cognitivo. Concretamente, el Grupo 3 presentd el peor resultado en la
exploracién neuropsicoldgica, especialmente en flexibilidad cognitiva, frente al grupo 2,
que presentdé mayores dificultades en el control inhibitorio. Este Gltimo cllster también
se distinguid por peores puntuaciones en regulacion emocional y adiccién a la comida,
asi como por un perfil metabolico caracterizado por las concentraciones medias mas

elevadas de leptina, adiponectinay LEAP-2.

Conclusiones. Hasta la fecha, éste es el primer estudio en identificar subtipos de TJ
considerando caracteristicas neuropsicoldgicas y neuroendocrinas. Los hallazgos
descritos refuerzan la naturaleza heterogénea del trastorno, enfatizando el rol de

potenciales rasgos endofenotipicos en la subtipificacion. Desde una aproximacion

182



MATERIAL, METODOS Y RESULTADOS

biopsicosocial, la caracterizacién mas integrativa de perfiles en el TJ podria contribuir a

la optimizacion de las intervenciones terapéuticas.
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ARTICLE INFO ABSTRACT

Keywords: Background: The heterogeneity of gambling disorder (GD) has led to the identification of different subtypes,
Gambling disorder mostly including phenotypic features, with distinctive implications on the GD severity and treatment outcome.
Semjopsychology However, clustering analyses based on potential endophenotypic features, such as neuropsychological and
eptin

neuroendocrine factors, are scarce so far.

Ghreli
A dir;ol:ectin Aims: This study firstly aimed to identify empirical clusters in individuals with GD based on sociodemographic (i.
LEAP-2 e., age and sex), neuropsychological (i.e., cognitive flexibility, inhibitory control, decision making, working

memory, attention, and set-shifting), and neuroendocrine factors regulating energy homeostasis (i.e., leptin,
ghrelin, adiponectin, and liver-expressed antimicrobial peptide 2, LEAP-2). The second objective was to compare
the profiles between clusters, considering the variables used for the clustering procedure and other different
sociodemographic, clinical, and psychological features.

Methods: 297 seeking-treatment adult outpatients with GD (93.6% males, mean age of 39.58 years old) were
evaluated through a semi-structured clinical interview, self-reported psychometric assessments, and a proto-
colized neuropsychological battery. Plasma concentrations of neuroendocrine factors were assessed in peripheral
blood after an overnight fast. Agglomerative hierarchical clustering was applied using sociodemographic, neu-
ropsychological, and neuroendocrine variables as indicators for the grouping procedure. Comparisons between
the empirical groups were performed using Chi-square tests (x2) for categorical variables, and analysis of vari-
ance (ANOVA) for quantitative measures.

Results: Three-mutually-exclusive groups were obtained, being neuropsychological features those with the
greatest weight in differentiating groups. The largest cluster (Cluster 1, 65.3%) was composed by younger males
with strategic and online gambling preferences, scoring higher on self-reported impulsivity traits, but with a
lower cognitive impairment. Cluster 2 (18.2%) and 3 (16.5%) were characterized by a significantly higher
proportion of females and older patients with non-strategic gambling preferences and a worse
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neuropsychological performance. Particularly, Cluster 3 had the poorest neuropsychological performance,
especially in cognitive flexibility, while Cluster 2 reported the poorest inhibitory control. This latter cluster was
also distinguished by a poorer self-reported emotion regulation, the highest prevalence of food addiction, as well
as a metabolic profile characterized by the highest mean concentrations of leptin, adiponectin, and LEAP-2.

Conclusions: To the best of our knowledge, this is the first study to identify well-differentiated GD clusters using
neuropsychological and neuroendocrine features. Our findings reinforce the heterogeneous nature of the disorder
and emphasize a role of potential endophenotypic features in GD subtyping. This more comprehensive charac-
terization of GD profiles could contribute to optimize therapeutic interventions based on a medicine of precision.

1. Introduction

Individuals with gambling disorder (GD) are characterized by
recurrent gambling behavior with a loss of control that leads to negative
consequences in several life areas [1]. GD is classified within the “sub-
stance-related and addiction disorders” category in the fifth edition of
the Diagnostic and Statistical Manual of Mental Disorders (DSM-5) [1].
Similarly, the International Classification of Diseases, eleventh edition,
includes GD as a diagnostic category within the section "disorders due to
substance use or addictive behaviors" [2]. Considered as a growing
burden health problem [3], the world’s lifetime prevalence of GD varies
from 0.2 to 10.6% [4,5]. From an etiological perspective, GD is a multi-
causal disorder, involving environmental and biological features [5].
Many of these factors are shared with other disorders related to impul-
sivity and compulsivity, such as substance use disorders (SUD) or eating
disorders (ED) [6-9]. Based on its complex etiology and consideration as
a highly heterogeneous disorder, several authors have defended the
existence of GD subtypes [10-12], which could imply distinctive con-
siderations regarding GD prognosis and treatment outcome [13-16]. So
far, studies using cluster analysis are mostly based on phenotypic fea-
tures [17,18], including gambling preferences [19-24], psychopathol-
ogy and personality traits [25-28], or the presence of illegal acts [29], in
addition to sex [15,30] and age [17,31].

To date, the well-known pathways model of Blaszczynski & Nower
[28] represents a widely accepted theoretical typology of individuals
with gambling behavior in the scientific community [28]. This model
postulates the identification of three GD pathways, the “behaviorally
conditioned gamblers”, “emotionally vulnerable gamblers”, and “anti-
social impulsivist gamblers”, by integrating biological, psychosocial,
and environmental features [12,28]. This comprehensive classification
has served as the basis for more recent subtyping proporsals in GD. In
this line, it is worth mentioning the cluster analysis performed by
Jiménez-Murcia et al., [18] in a large sample of 2570 seeking-treatment
individuals with GD, including different sociodemographic, gambling,
psychopathological, and personality characteristics. This exploratory
work identified three-mutually-exclusive clusters, concluding that
emotional distress was the most relevant variable for the clustering.
Thus, Cluster 1 (“high emotional distress”) was characterized by the
oldest patients with the longest illness duration, the highest GD severity,
and the most severe levels of psychopathology; Cluster 2 (“mild
emotional distress”) included the biggest part of the sample, with the
lowest levels of GD severity and the lowest levels of psychopathology;
and, Cluster 3 (“moderate emotional distress”) was composed by the
youngest patients with the shortest illness duration, the highest level of
education, and moderate levels of psychopathology.

Considering specifically sex and age, previous research has reported
their differential effect on sociodemographic and clinical variables,
severity, and treatment outcome in GD [15,18,32-34]. Then, for
example, some studies have described a latter onset of gambling
behavior among women, but a faster evolution of gambling problems, a
phenomenon known as “telescoping effect” [15,35]. On the other hand,
younger age and earlier GD onset have been associated with each other,
as well as with higher GD severity [36-38]. Moreover, men and younger
individuals show preferences for strategic gambling, that refers to the
type of gambling in which a person's knowledge and skills can influence

the outcome derived from the gambling behavior beyond the involve-
ment of chance (e.g., sport betting, cards) [23,32]. Likewise, both men
and younger individuals also tend to engage in a high number of games
[15,23,32,39]. Precisely, this factor seems to play a powerful dis-
crimative role in GD severity among females [15]. Compared with men,
severe subtypes of GD in women have also been associated with more
dysfunctional mood-related behaviors, older age, and higher impulsive
tendencies in terms of lower perseverance [15,18,40,41]. Moreover,
men usually seek for treatment earlier in life, although reporting a
higher illness duration [5]. Indeed, whereas male sex has been described
as one predictor of successful treatment outcome in GD [42], female sex
has been associated with a higher risk of poor treatment outcomes since
the first stages of the disorder [33]. Similarly, older age has been define
as a predictor of better treatment outcome [42].

Regarding neurobiological endophenotypes, neuropsychological
deficits form one of the core features of behavioral addictions [43].
Specifically, some neurocognitive studies have proposed that dimin-
ished/impaired executive functions (EF), such as decision-making,
planning, cognitive flexibility, inhibitory control, or working memory
might underlie impulse control deficits in GD [8,16,44-46]. In fact, the
impairment of some of these cognitive domains has been linked to a
higher likelihood of developing the disorder [47], also contributing to its
maintenance [48] and severity [16,49]. Cluster analysis regarding
cognitive processes in GD has identified individuals with low and high
impaired EF, with distinctive clinical implications [45]. Thus, the sub-
type with higher impairment in EF has been characterized by an older
age, a later GD onset, higher unemployment rates, a worse psycho-
pathological state, and a more dysfunctional personality profile (i.e.,
higher scores in harm-avoidance and lower in self-directedness).
Nonetheless, this study did not find an association between a poorer
cognitive status and greater GD severity [45]. Noticeably, there is a
growing evidence about the influence of cognitive features on the
treatment outcome [14,50]. In this line, cognitive flexibility has been
specifically highlighted as a predictor of dropout and relapse [50].
Hence, some authors have proposed the development of specific ap-
proaches depending on the neuropsychological profile in order to pro-
vide individualized interventions that may improve treatment efficacy
[51,52].

Moreover, several neuroendocrine systems have been involved in
addiction [53-55]. However, there is still scarce research focused on
indentifying potential endophenotypic profiles based on these factors in
GD. Particularly, gut hormones (e.g., ghrelin) and adipocytokines (i.e.,
leptin, adiponectin) participate in reward processing, impulsivity,
cognitive functions such as memory, and mood regulation, beyond being
classically recognized for their role in feeding and energy homeostasis
[54,56-62].

In the mesolimbic circuit, the interaction between ghrelin (a classical
orexigenic signal) and other neuroendocrine factors related to impul-
sivity and reward processing (e.g., dopamine, serotonin, opioids) me-
diates rewards’ reinforcement (e.g., food, substances) and impulsive-
seeking behaviors towards natural and non-natural rewards
[61,63-68]. Indeed, preclinical and clinical studies have linked ghrelin
stimulation to motor disinhibition (i.e., motor impulsivity), impulsive
decision-making (i.e., choice impulsivity), and novelty-seeking (i.e.,
trait impulsivity) [68-70]. In SUD, some genetic variants of the ghrelin
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receptor and ghrelin up-regulation have been linked to higher impul-
sivity and reward sensitivity to drug exposure and discontinuation
(craving) and then, to reward-seeking behaviors that perpetuate con-
sumption and relapse [58,71-75]. Interestingly, ghrelin receptors have
been suggested as potential therapeutic targets for the development of
pharmacological treatment in SUD [76]. The recent case-control study
by Etxandi et al., [47] described higher circulating fasting ghrelin con-
centrations in individuals with GD compared to healthy controls (HC),
also hypothesizing the existence of ghrelin up-regulation in this disor-
der. A previous experimental study in females with GD and at risk in-
dividuals found that gambling cues significantly increased circulating
ghrelin concentrations, which was enhanced after an overnight fast.
Besides, the same study found that ghrelin concentrations predicted
gambling persistence despite losses [77]. Hence, these findings indicate
that ghrelin could be a common neuroendocrine factor involved in
addiction-related disorders that may influence several relevant aspects
of GD, such as reinforcing motivation toward gambling, craving-
mediated seeking behaviors, loss of control, and relapse.

The liver-expressed antimicrobial peptide 2 (LEAP-2) is a recently
described factor which antagonizes ghrelin actions in feeding [56,78]. In
the study by Voigt et al., [79], a relationship between LEAP-2 concen-
trations and attentional control was reported in a non-clinical-
population. Specifically, higher fasting circulating LEAP-2 concentra-
tions were associated with faster reaction times, which suggests the
notion that LEAP-2 could be involved in impulsive responses [79].
Compared with HC, individuals with GD have shown lower plasma
LEAP-2 concentrations. Interestingly, lower LEAP-2 concentrations also
predicted the presence of GD [47]. Despite further studies are needed,
these results reinforce a potential involvemnent of the ghrelin system in
the pathophysiology of the disorder. Noticeably, LEAP-2 seems to be a
very attractive target in addiction-related disorders due to the antago-
nism of the ghrelin receptor has been linked to lower impulsive-seeking
behavior, craving, and reward consumption [68,80-83].

Leptin has been mainly distinguished for its anorexigenic and pro-
inflammatory functions, whereas the involvement of adiponectin in
feeding regulation might be glucose-dependent and have insulin-
sensitizing and antinflammatory properties [61]. Their peripheral con-
centrations have been closely related to adiposity and body mass index
(BMI), as they are predominantly produced in the white adipose tissue
[61]. At brain level, the presence of leptin receptors on dopaminergic
neurons in the limbic system has led to suggest the implication of leptin
in the modulation of reward-related behaviors (e.g., food, drugs)
through mesolimbic pathways [66,84,85]. Likewise, the wide distribu-
tion of receptors for both adipocytokines in brain areas such as the
hippocampus and neocortex may suggest a possible involvement in
processes related to addiction, including cognitive performance and
mood regulation [86]. In this line, their participation in inflammatory
responses has been linked to their implications in psychopathological
and cognitive aspects among different psychiatric disorders [86,87], as
well as in metabolic disturbances such as obesity [66,88].

Interestingly, higher circulating leptin concentrations have been
associated with higher scores in food addiction (FA, measured by the
Yale Food Addiction Scale 2.0, YFAS 2.0) and trait impulsivity
(measured by the Revised NEO Personality Inventory) in non-clinical
population, even after adjusting for BMI. Nonetheless these associa-
tions were significantly influenced by sex and age [62,89]. Besides,
leptin has been proposed as a mediating factor in the link between trait
impulsivity, adiposity, and weight gain [62]. Particularly, higher
circulating leptin concentrations, but lower adiponectin ones, have been
related to loss of control over eating among individuals with overweight
and obesity [66]. In SUD, some studies have described an association
between circulating leptin concentrations and both craving for drugs
and relapse, although the directionality of this association remain
inconsistent [85,90-102]. Fewer studies have explored a link between
plasma adiponectin concentrations and craving in SUD with mixed re-
sults [103,104]. Previous research in the field of GD is scarce and has not
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reported significant differences in circulating leptin concentrations be-
tween patients and HC [47,57]. The single observational case-control
study that has explored adiponectin in this clinical population
described lower plasma concentrations after adjusting for BMI [47]. In
this line, some authors have hypothesized that descreased adiponectin
could be related to a higher risk for metabolic diseases in patients with
addiction-related disorders, such as SUD and GD [47,103]. Going one
step further, fasting concentrations of leptin and adiponectin did not
correlate with craving nor with neuropsychological and clinical features
in patients with GD [47,57]. That said, a novel study has revealed that
those patients with GD and FA had higher circulating leptin concen-
trations than those without FA after adjusting for sex, age, and BMI
[105]. Interestingly, in the subgroup with FA, higher leptin concentra-
tions positively correlated with self-reported impulsivity trait and a
poorer neuropsychological performance regarding cognitive flexibility
and inhibitory control [105].

In summary, previous research has defined consistent GD clusters
based predominantly on phenotypic features that support the hetero-
geneity of the disorder, with few studies using neuropsychological var-
iables [12,18,24,45]. On the other hand, neuroendocrine signals
regulating energy homeostasis have been involved in different
addiction-related processes and have shown some differences in their
circulating concentrations between individuals with GD and HC
[47,61,63-68,79,85]. To the best of our knowledge, the present study
was the first one to include both neuropsychological and neuroendo-
crine variables for clustering in a large clinical sample of seeking-
treatment adults with GD. Precisely, cluster analysis highlights intra-
individual links between the different variables, favoring a more inte-
grative characterization of individuals with GD according to between-
group differences. In this regard, considering neuropsychological and
neuroendocrine variables may provide insights into the biological un-
derpinnings of GD and lead to a more refined understanding of the
pathogenia of this disorder. Moreover, the use of other variables for
external validation (e.g., psychological variables) can help determine
whether the neuropsychological and neuroendocrine subtypes have
meaningful implications for the manifestation and severity of psycho-
pathological symptoms. Therefore, a cluster analysis based on neuro-
psychological and neuroendocrine variables could be relevant for a
better understanding of severity profiles in GD and for enabling tailored
preventive and therapeutic strategies.

The first aim of this study was to define empirical clusters in a
seeking-treatment clinical sample with GD, based on neuropsychologi-
cal and neuroendocrine features, as well as on age and sex. The second
objective was to explore and compare the profiles between clusters,
considering the variables used for the clustering procedure and other
different sociodemographic, clinical, and psychological features. Hence,
we hypothesized that not only sociodemographic and neuropsycholog-
ical, but also these neuroendocrine features could have a relevant role in
GD clustering. Accordingly, we expected to differentiate at least be-
tween two broad GD subtypes characterized by distinctive sociodemo-
graphic, clinical, and psychological features.

2. Methods
2.1. Participants

The sample consisted of n=297 treatment-seeking adult outpatients
with GD, mostly males (93.6%), with a mean age of 39.58 years old
(SD=14.16). They were recruited between April 2018 and September
2021 at the Behavioral Addictions Unit of the Bellvitge University
Hospital (HUB)- Bellvitge Biomedical Research Institute (IDIBELL)
(Barcelona, Spain). All the participants had a diagnosis of GD based on a
semi-structured clinical interview [106] and a self-report psychometric
assessment according to DSM-5 criteria [1]. Exclusion criteria, also
screened through a semi-structured clinical interview at the first visit in
the Unit, were the presence of an organic mental disorder, an intellectual
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disability, a neurodegenerative disorder (such as Parkinson’s disease),
or an active psychotic disorder. All the participants included had
completed assessments.

2.2. Assessments

2.2.1. Sociodemographic, gambling-related, and anthropometric variables
Sociodemographic (i.e., sex, age, marital status, educational level,
occupational status) and clinical variables related to GD (i.e., age of GD
onset, illness duration, gambling preferences, modality, and activities,
substance consumption) were collected in a semi-structured face-to-face
clinical interview as described elsewhere [106,107]. The socioeconomic
status was assessed with the Hollingshead coefficient, a measure of the
positions in the status structure of the society based on the occupational
status, the education level, and sex [108]. Self-reported anthropometric
measures such as weight and height were used to calculate BMI.

2.2.2. Neuropsychological variables

Iowa Gambling Task (IGT) [109,110]: this is a computerized task to
evaluate decision-making. The participant must select 100 cards from
four decks (i.e., A, B, C, and D) and, after each card selection, an output
is given either a gain or a loss of money. The participant is instructed
that the final aim of the task is to win as much money as possible. This
test is scored by subtracting the number of cards selected from decks A
and B from the number of cards selected from decks C and D. While
decks A and B are not advantageous as the final loss is higher than the
final gain, decks C and D are advantageous since the punishments are
smaller. Higher scores point to better performance while negative scores
point to persistently choosing disadvantageous decks. The test score for
each block (IGT-1, 2, 3, 4, and 5) is calculated by subtracting the number
of choices from disadvantageous decks to the number of choices from
advantageous decks draws. The total task score (IGT-Total) is obatined
by adding the scores of the five blocks. The learning score (IGT-
Learning) measures differences between the two first blocks (where the
participant has not learned which decks are advantageous and disad-
vantageous) and the two last blocks (where the participant could have
already detected which decks involve a risky choice and then, the
experience gained through the trial can produce changes in choice
patterns). Additionally, the risk score (IGT-Risk) is measured consid-
ering the scores from the two last blocks.

Wisconsin Card Sorting Test (WCST) [111]: this is a task for assessing
cognitive flexibility, composed of four stimulus cards and 128 response
cards showing four different shapes, four different colors, and four
different number of figures in each one. The participant must match
response cards with the stimulus cards in a way that it seems justifiable
before receiving the feedback (i.e., correct, or incorrect). After ten
sequential correct answers the categorization criterion changes. Total
trials, total errors, perseverative errors and non-perseverative errors, the
number of complete categories, conceptual, and trials to complete first
category are recorded.

Trail Making Test (TMT, part A and B) [112]: TMT part A consists of
25 circles on a piece of paper with the numbers 1 to 25 written randomly
in each. The person is tasked with drawing a line from one circle to the
next in ascending numerical order, from 1 to 25, as quickly as possible.
The lines between the circles are referred to as the "trail." For part B, the
dots go from 1 to 13 and include letters from A to L. As in the first part,
the person must connect the dots in order while alternating letters and
numbers, as in 1-A-2-B-3-C..., in the shortest time possible without
lifting the pen from the paper. The task assesses visual conceptual and
visual-motor tracking, entailing motor speed, attention, and the capacity
to alternate between cognitive categories (set-shifting). Each part is
scored according to the time spent to complete the task.

Stroop Color and Word Test (SCWT) [113]: it measures cognitive in-
hibition and consists of three different lists, beginning with a word list
containing the names of colors printed in black ink, followed by a color
list that comprises letter “X” printed in color and finally, by a color-
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word list constituted of names of colors in a color ink that does not
match the written name. Three final scores are obtained based on the
number of items that the participant can read on each of the three lists in
a time of 45 seconds. Moreover, an interference score is calculated based
on the scores of the three lists, which reflects the ability to inhibit
cognitive interference.

Digits task of the Wechsler Memory Scale-Third Edition (WMS-IID)
[114]: it consists of two lists of digits presented verbally by the exam-
iner. In the Digits Forward Task, the participant is asked to repeat the
digits in the same order. It assesses short-term memory and attention
skills. In the Digits Backward Task, the participant is asked to repeat the
digits in reverse order. It evaluates verbal working memory due to in-
ternal manipulation of mnemonic representations of verbal information
in the absence of external cues.

Vocabulary task of the Wechsler Adult Intelligence Scale-Third Edition
(WAIS-III) [115]: requires defining words of increasing difficulty pre-
sented orally. It is used to assess the vocabulary expression and as a
measure of estimated intelligence [116].

2.2.3. Neuroendocrine variables

These variables were quantified from peripheral blood sample
extraction by venous aspiration with ethylenediamine tetraacetic acid
(EDTA) (25 mM final concentration) after an overnight fasting of at least
8 hours. The blood was centrifuged at 1700g in a refrigerated centrifuge
(4°C) for 20 minutes. Plasma was immediately separated from serum
and stored at -80°C until analysis. Parameter determinations were car-
ried out using specific commercial kits according to the manufacturer’s
instructions. Plasma LEAP-2 (ng/ml) was quantitatively measured using
a previously validated commercial enzyme-linked immunosorbent assay
(ELISA) kit (Human LEAP-2 ELISA Kkit, Phoenix Pharmaceuticals, Inc)
[117,118]. Intra-assay and inter-assay variation coefficients were <10%
and <15%, respectively. The assay sensitivity limit was 0.15 ng/ml.
Total ghrelin (pg/ml) was measured using an ELISA kit (Invitrogen-
Thermofisher scientific) with a specificity of 100%. Intra-assay variation
coefficient was <6% and inter-assay <8.5%. The assay sensitivity limit
was 11.8 pg/ml [119]. Adiponectin (ng/ml) and leptin (ng/ml) plasma
measurements were performed using a solid-phase sandwich ELISA kit
(Invitrogen-Thermofisher scientific) with a specificity of 100%. Intra-
assay and inter-assay variation coefficients were <4% and < 5%,
respectively, and assay sensitivity limit was 100 pg/ml for adiponectin
and <3.5 pg/ml for leptin. The absorbance from each sample was
measured in duplicate using a spectrophotometric microplate reader at a
wavelength of 450 nm (Epoch 2 microplate reader, Biotek Instruments,
Inc).

2.2.4. Psychometric assessment of gambling and psychological variables

Diagnostic Questionnaire for Pathological Gambling According to DSM
criteria [120]; Spanish validation [121]: a self-report questionnaire with
19 items coded in a binary scale (yes-no), used for diagnosing GD ac-
cording to the DSM-IV-TR [122] and DSM-5 criteria [1]. The cut-off
score according to DSM-5 is represented by the achievement of at
least four of the nine criteria for the diagnosis of GD in the last 12
months. A quantitative severity index is included (mild GD based on
meeting 4 to 5 criteria; moderate GD based on meeting 6 to 7 criteria;
and severe GD based on meeting 8 to 9 criteria). The internal consistency
in this study was Cronbach’s alpha (a) = .80.

South Oaks Gambling Screen (SOGS) [123]; Spanish validation [124]:
a 20-item instrument screening gambling problems and related negative
consequences for the past-year. Total score obtained as the sum of the
scored items measures problem-gambling severity, with a score of 5 or
more suggestive of “probable pathological gambling”. The internal
consistency in this study was a = .77.

Symptom Checklist-90-Revised (SCL-90-R) [125]; Spanish validation
[126]: a 90-item self-report questionnaire measured on an ordinal 3-
point scale. It evaluates a broad range of psychological problems and
psychopathology, based on nine primary symptom dimensions
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(Somatization, Obsession-Compulsion, Interpersonal Sensitivity,
Depression, Anxiety, Hostility, Phobic Anxiety, Paranoid Ideation, and
Psychoticism). It includes three global indices (global severity index,
GSI; positive symptom distress index, PSDI; and, total positive symp-
toms, PST). The internal consistency in this study was between a = .78
(paranoid ideation) and a = .92 (depressive dimension).

Impulsive Behavior Scale (UPPS-P) [127]; Spanish validation [128]: it
measures five facets of impulsive behavior through self-report on 59
items: negative urgency; positive urgency; lack of premeditation; lack of
perseverance; and sensation-seeking. The internal consistency in this
study was between a = .80 (lack of perseverance) and a = .93 (positive
urgency).

Difficulties in Emotion Regulation Strategies (DERS) [129]; Spanish
validation [130]: a 36-item self-reported scale to assess emotion dysre-
gulation, divided into six subscales (i.e., non-acceptance of emotional
responses, difficulties engaging in goal-directed behavior when having
strong emotions, impulse-control difficulties, lack of emotional aware-
ness, limited access to emotion regulation (ER) strategies, and lack of
emotional clarity). Participants are asked to respond to each item using a
five-point Likert scale ranging from 1 (almost never) to 5 (almost al-
ways). Higher scores indicate greater problems in ER. The internal
consistency in our sample was between a = .72 (lack emotional
awareness) and o = .89 (non-acceptance emotions).

Temperament and Character Inventory-Revised (TCI-R) [131]; Spanish
validation [132]: a questionnaire with 240-items scored on a 5-point
Likert scale and measuring personality derived from three character
dimensions (Self-Directedness, Cooperativeness, and Self-
Transcendence) and four temperament dimensions (Harm-Avoidance,
Novelty-Seeking, Reward-Dependence and Persistence). The internal
consistency in this study was between a = .70 (novelty-seeking) and a =
.88 (persistence).

Yale Food Addiction Scale 2.0 (YFAS 2.0) [133]; Spanish validation
[134]: a self-reported scale to assess FA based on the 11-substance
dependence-related symptoms adapted to the context of food con-
sumption. The YFAS 2.0 consists of 35 items and produces two mea-
surements: (1) a continuous symptom count score that reflects the
number of fulfilled diagnostic criteria (ranging from 0 to 11), and (2) a
binary measurement (present versus absent) based on the number of
symptoms (at least 2) and the self-reported clinical impairment or
distress. Additionally, it gives the severity cut-offs: mild (2-3 symp-
toms), moderate (4-5 symptoms), and severe (6-11 symptoms). The
internal consistency in this study was a = .97.

2.3. Procedure

All participants were evaluated at the Behavioral Addictions Unit of
the HUB-IDIBELL institution. The data collection was carried out by a
multidisciplinary team (psychology, psychiatry, nursing) with more
than 25 years of experience in the field of GD and other behavioral
addictions. In the first session, a comprehensive semi-structured clinical
interview was conducted, in which sociodemographic, gambling-
related, and anthropometric variables were assessed. During the sec-
ond session, the psychometric assessment regarding gambling and psy-
chological variables took placed, along with the extraction of blood
samples. These biological samples were subsequently analyzed at the
Singular Center for Research in Molecular Medicine and Chronic Dis-
eases (CIMUS, Santiago de Compostela, Spain). Finally, in the third
session, the neuropsychological assessment was performed by an expe-
rienced neuropsychologist for 50 - 60 minutes. All the measures used in
this study were carried out prior to the beginning of specialized treat-
ment in our Unit.

2.4. Statistical analysis

SPSS24 for windows was used for the statistical analysis [135]. Two-
step cluster method identified differentiated empirical profiles of
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patients. This is an agglomerative hierarchical classification method
useful to explore natural groupings within a dataset with both contin-
uous and categorical variables, with the possibility of selecting the
optimal number of empirical clusters. In this study, the log-likelihood
distance, the Akaike’s Information Criterion (AIC), and the Schwarz
Bayesian Information Criterion (BIC) were used to determine the
optimal model (based on choosing a solution with a reasonably large
ratio of Schwarz Bayesian Information Criterion and a large ratio of
distance measures). The dataset used to identify the clusters included
the sociodemographic variables (i.e., sex and age), neuropsychological
measures (i.e., IGT, WCST, TMT, SCWT), and neurendocrine variables (i.
e., LEAP-2, leptin, adiponectin, and ghrelin). The calculation of the in-
ternal consistency for the cluster solution was based on the Silhouette-
index, a measure of the cohesion/separation (how similar individuals
are to their own cluster compared to other clusters) extending from -1 to
+1 (values of 0.30 and 0.50 define the ranges of fair and good, inter-
preted as adequate matching in one’s own cluster and of poor matching
in other clusters) [136].

To value the discriminative capacity of the clusters, comparisons
between the empirical groups were performed for all the variables of the
study. Chi-square tests (y%) compared categorical variables, and analysis
of variance (ANOVA) was used for quantitative measures. The stan-
dardized coefficient Cohen’s-h measured the effect sizes for the pro-
portion differences and Cohen’s-d measured the effect sizes for the mean
differences (small effect size was considered for values lower than 0.20,
medium for values higher than 0.5, and large for values higher than
0.80) [137].

The potential increase in the Type-I error due to the application of
many null-hypothesis tests was controlled for with Finner’s method (a
stepwise familywise error rate procedure which provides a more
powerful test than the classical Bonferroni correction) [138].

3. Results
3.1. Descriptives for the sample

Most patients in the study reported primary (52.9%) or secondary
(37.7%) education level, were single (53.2%) or married (34.7%), and
pertained to mean-low and low social index groups (82.8%). The mean
age of GD onset was 29.1 years old (SD=12.4) and the GD duration was
5.2 years (SD= 6.0). The prevalence of patients who reported non-
strategic gambling preference was 49.8%, strategic gambling 31.0%,
and mixed gambling activities 19.2%. These results are shown in Table
S1 (supplementary material).

3.2. Clustering procedure

The optimal solution automatically selected by the system was the
three-cluster grouping, which achieved the highest measure of cohe-
sion/separation (Silhouette=0.30). The Silhouette index was in the fair
range, with evidence of an adequate cluster structure in this subsample.
Cluster 1 (identified as “young reward-seeker”) included n= 194 pa-
tients (65.3%), Cluster 2 (designated as “comorbid vulnerable coping-
seeker”) included n= 54 (18.2%), and Cluster 3 (denominated as
“cognitive inflexible”) included n= 49 (16.5%). Ratio of sizes (largest to
smallest) was 3.96. Other candidate solutions with a higher number of
clusters were rejected since they achieved poorer fitting indexes,
included some low sample groups and did not facilitate better clinical
interpretation. The complete results obtained in the auto-clustering
procedure are displayed in Table S2 (supplementary material).

The upper panel of Fig. 1 displays the bar-chart with the relative
relevance of each predictor in the clustering process (these weights are
into the range 1 [assigned to the measure with the maximum relevance]
and O [for variables with the minimum relevance]). The relative rele-
vance weights are measures of the discriminative capacity of the vari-
ables within the clustering process: higher relevance suggests less likely
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Stroop Words-colors | 0.26
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Stroop Colors 0.15
Stroop Interference 0.14
Leptin (ng/ml) 0.12
TMT_A 0.12
Age | 0.11
Stroop Words | 0.08
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Adiponeptin (ng/ml) [ ] 0.03
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IGT Learning [] 0.01
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Silhouette index (cohesion-separation) (largest/smallest)
Fig. 1. Clustering procedure.
Table 1
Comparison of sociodemographic variables and body mass index.
Cluster 1 Cluster 2 Cluster 3 Cluster 1 Cluster 1 Cluster 2
N=194 N=54 N=49 vs Cluster 2 vs Cluster 3 vs Cluster 3
n % n % n % P |k P |h P |l
Sex Women 4 2.1% 9 16.7% 6 12.2% .001* 0.55" .001* 0.43 .525 0.13
Men 190 97.9% 45 83.3% 43 87.8%
Education Primary 83 42.8% 37 68.5% 37 75.5% .004* 0.52f .001* 0.68" 731 0.16
Secondary 88 45.4% 14 25.9% 10 20.4% 0.41 0.54" 0.13
University 23 11.9% 3 5.6% 2 4.1% 0.23 0.30 0.07
Marital status Single 116 59.8% 20 37.0% 22 44.9% .005* 0.51" 135 0.30 .254 0.16
Married 59 30.4% 22 40.7% 22 44.9% 0.22 0.30 0.08
Divorced 19 9.8% 12 22.2% 5 10.2% 0.35 0.01 0.33
Social position High 8 4.1% 0 0.0% 0 0.0% .001* 0.41 .001* 0.41 135 0.00
Mean-high 17 8.8% 0 0.0% 2 4.1% 0.60" 0.19 0.41
Mean 20 10.3% 1 1.9% 3 6.1% 0.38 0.15 0.23
Mean-low 84 43.3% 19 35.2% 10 20.4% 0.17 0.50" 0.33
Low 65 33.5% 34 63.0% 34 69.4% 0.60" 0.73" 0.14
Mean SD Mean SD Mean SD p |d| p |d| p |d|
Age (years old) 35.50 11.26 48.13 15.31 46.31 16.47 .001* 0.941 .001* 0.77% 479 0.11
Body mass index (kg/mz) 25.91 5.02 28.32 5.48 26.72 4.12 .002* 0.46 311 0.18 .103 0.33

Note. SD: standard deviation. *Bold: significant comparison. 'Bold: effect size into the range mild-moderate to high-large.
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to attribute to chance differences between clusters for the measure.
Broadly, neuropsychological variables achieved the largest discrimina-
tive capacity between groups, particularly regarding cognitive flexibility
(WCST). Among the neuroendocrine factors, leptin was the strongest
indicator for clustering. Sociodemographic features (i.e., sex and age)
had a mild-moderate effect in distinguishing subtypes, being age slightly
more determinant than sex. The poorest discriminative capacity was
achieved by some endocrine measures (i.e., adiponectin, LEAP-2, and
ghrelin), as well as the IGT global measures.

3.3. Comparison between groups

Table 1 contains the comparison between the empirical clusters for
the sociodemographic variables. Cluster 1 (“young reward-seeker”) was
the largest cluster, characterized by the lowest proportion of women, but
the youngest patients, as well as the highest proportion of single ones,
with high education levels and social position indexes. No differences
between Cluster 2 (“comorbid vulnerable coping-seeker”) and 3
(“cognitive inflexible”) emerged for the sociodemographic profile.
Although men still predominated, in these clusters a significantly higher
proportion of females and older individuals were found. Besides, Cluster
2 showed the highest BMI.

Table 2 shows the comparison of the gambling profile and substance
use between clusters. Cluster 1 included patients with the earliest age of
GD onset, the highest proportion of individuals with preference for
strategic gambling (i.e., sports-betting and cards), while the lowest for
non-strategic gambling. Likewise, this cluster presented the highest rates
of online and mixed mode. Cluster 2 showed a gambling profile statis-
tically equal to Cluster 3, characterized by higher prevalence of non-
strategic gambling (i.e., lotteries, bingo) and offline mode. No differ-
ences between the three empirical clusters were found regarding sub-
stance use, illness duration, and gambling severity levels (number of
DSM-5 total criteria and SOGS total score).

The best neuropsychological performance was observed in Cluster 1
while the worst one (i.e., lower cognitive reserve, poorer learning curve,
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cognitive inflexibility) was described in Cluster 3 (upper part of Table 3,
and Fig. S1). Cluster 2 had the poorest inhibitory control while Cluster 3
reported the highest cognitive inflexibility. Regarding the endocrine
profile, Cluster 2 obtained the highest mean values in leptin, adipo-
nectin, and LEAP-2 while no differences between the Cluster 1 and 3
were achieved (lower part of Table 3).

Table 4 shows the comparison for the psychological measures.
Cluster 1 was defined by the best psychopathological state (the lowest
means in the SCL-90-R scales), the lowest ER difficulties (DERS), the
highest sensation seeking (UPPS-P), novelty-seeking, and self-
directedness scores, and the lowest mean scores in harm-avoidance
and self-transcendence personality traits (TCI-R). Compared to Cluster
3, Cluster 2 registered higher mean scores in the SCL-90-R positive
symptom distress index (PSDI) and more difficulties engaging in goal-
oriented behaviors (DERS). Cluster 2 reported higher rates of FA
(measured with the YFAS 2.0) than the other two clusters.

Fig. 2 displays radar-charts showing the differences between clusters
in the variables used for clustering, as well as other sociodemographic,
clinical, and psychological features.

4. Discussion

The current study aimed to describe for the first time the existence of
GD subtypes based on sociodemographic, neuropsychological, and
neuroendocrine indicators. According to our initial hypothesis, three
mutually-exclusive subtypes were detected (Cluster 1, 2, and 3).
Broadly, neuropsychological features had the greatest weight in differ-
entiating groups, especially cognitive flexibility and inhibitory control.
Interestingly, leptin ranked in the middle among all indicators, being the
strongest neuroendocrine feature for clustering. Sex and age showed a
mild-moderate effect in distinguishing subtypes. Moreover, the use of
these indicators also allowed to distinctively identify individuals
regarding their sociodemographic, clinical, and psychological profile
(Cluster 1-“young reward-seeker”, Cluster 2-“comorbid vulnerable
coping-seeker”, and Cluster 3- “cognitive inflexible™).

Table 2
Comparison of gambling profile and substance use.
Cluster 1 Cluster 2 Cluster 3 Cluster 1 Cluster 1 Cluster 2
N=194 N=54 N=49 vs Cluster 2 vs Cluster 3 vs Cluster 3

Gambling profile Mean SD Mean SD Mean SD p |d| P |d| P |d|
Age of onset of GD 25.82 9.49 35.52 15.31 35.05 14.28 .001* 0.76" .001* 0.76" .838 0.03
Duration of GD 5.04 5.78 4.91 5.44 6.31 7.42 .885 0.02 .190 0.19 .240 0.22
DSM-5 total criteria 7.14 1.80 7.04 1.79 7.20 1.81 .699 0.06 .836 0.03 .639 0.09
SOGS total score 11.03 3.27 10.48 3.33 10.55 2.97 275 0.16 .359 0.15 913 0.02
Gambling preference n % n % n % p |h| p |h| p |h|
Non-strategic type 84 43.3% 33 61.1% 31 63.3% .042* 0.36 .015* 0.40 714 0.04
Strategic type 72 37.1% 12 22.2% 8 16.3% 0.33 0.521 0.15
Mixed type 38 19.6% 9 16.7% 10 20.4% 0.08 0.02 0.10
Gambling modality n % n % n % p |h| p |h| p |h|
Offline mode 152 78.4% 50 92.6% 49 100% .026* 0.42 .001* 0.97" .070 0.55"
Online mode 19 9.8% 1 1.9% 0 0% 0.36 0.64" 0.27
Mixed mode 23 11.9% 3 5.6% 0 0% 0.23 0.70" 0.517
Gambling activities n % n % n % p || p | p |
Slot-machines 103 53.1% 35 64.8% 27 55.1% 125 0.24 .801 0.04 .315 0.20
Bingo 11 5.7% 7 13.0% 6 12.2% .048* 0.26 .107 0.23 913 0.02
Lotteries 5 2.6% 7 13.0% 8 16.3% .002* 0.41 .001* 0.51F .629 0.10
Sports-betting 65 33.5% 9 16.7% 7 14.3% .017* 0.39 .008* 0.50" 739 0.07
Casinos 36 18.6% 9 16.7% 6 12.2% .750 0.05 .296 0.18 .525 0.13
Gambling-saloons 17 8.8% 8 14.8% 10 20.4% 191 0.19 .020* 0.34 455 0.15
Cards 17 8.8% 1 1.9% 2 4.1% .049* 0.33 .275 0.19 .502 0.13
Stock-market 6 3.1% 1 1.9% 0 0.0% .610 0.08 213 0.35 .338 0.27
Substances use-abuse n % n % n % p |h| p |h| p |h|
Tobacco 92 47.4% 24 44.4% 22 44.9% .698 0.06 752 0.05 1963 0.01
Alcohol 29 14.9% 7 13.0% 7 14.3% .882 0.06 1.000 0.02 .845 0.04
Other drugs 23 11.9% 5 9.3% 6 12.2% 772 0.08 .940 0.01 .624 0.10

Note. SD: standard deviation. SOGS: South Oaks Gambling Screen. In Gambling Preference, “mixed type” refers to both non-strategic and strategic gambling”. Likewise,

3 %

in Gambling modality, “mixed mode” refers to both offline and online gambling”.
large.

Bold: significant comparison. 'Bold: effect size into the range mild-moderate to high-
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Table 3
Comparison between the clusters for endocrine and neuropsychological measures.

Cluster 1 Cluster 2 Cluster 3 Cluster 1 Cluster 1 Cluster 2

N=194 N=54 N=49 vs Cluster 2 vs Cluster 3 vs Cluster 3

Mean SD Mean SD Mean SD p |d| p |d| p |d|
IGT Block 1 -2.12 5.30 -1.33 4.27 -1.80 5.48 .321 0.16 .692 0.06 .650 0.09
IGT Block 2 -0.04 5.31 0.19 4.76 0.45 7.03 791 0.04 .580 0.08 .809 0.04
IGT Block 3 1.51 7.02 1.44 6.42 -1.12 7.07 951 0.01 .018* 0.37 .041* 0.38
IGT Block 4 1.98 7.28 -0.37 6.29 -0.35 8.89 .040* 0.35 .050% 0.29 .987 0.00
IGT Block 5 1.40 8.88 1.20 7.07 0.92 8.89 .920 0.01 .837 0.05 .807 0.05
IGT Total 2.85 22.80 1.52 19.03 -1.84 21.46 .695 0.06 .183 0.21 439 0.17
IGT Learning 5.35 13.60 2.11 12.09 1.92 15.76 126 0.25 119 0.23 .943 0.01
IGT Risk 3.19 14.08 0.96 10.93 0.57 14.53 .290 0.18 232 0.18 .884 0.03
WCST Trials 93.69 15.77 114.07 14.66 128.00 0.00 .001* 1.34 .001* 3.08" .001* 1.34
WCST Errors 22.03 10.62 36.98 11.54 72.90 13.85 .001* 1.35" .001* 4.12f .001* 2.821
WCST Errors persever. 10.59 4.82 17.93 6.87 29.84 12.86 .001* 1.24" .001* 1.98" .001* 1.16"
WCST Errors non.pers. 11.44 6.52 19.06 6.57 43.06 15.82 .001* 1.16 .001* 2.61" .001* 1.98'
WCST Conceptual 66.49 7.22 66.35 9.08 31.37 16.70 927 0.02 .001* 2.73" .001* 2.60"
WCST Cat.completed 5.67 0.51 4.65 1.36 1.29 1.06 .001* 0.997 .001* 5.26 .001* 2.75
WCST Trials 1-categ. 18.22 9.07 20.41 7.92 70.29 46.83 490 0.26 .001* 1.541 .001* 1.49'
TMT A 28.60 7.52 37.63 9.74 37.57 15.35 .001* 1.04 .001* 0.74" 976 0.00
TMT B 67.50 19.18 92.76 31.07 108.94 62.88 .001* 0.98" .001* 0.89" .012* 0.33
TMT Diff 39.07 16.59 57.78 27.33 74.43 58.12 .001* 0.831 .001* 0.83" .004* 0.37
Stroop words 101.49 11.72 89.85 14.30 93.33 16.40 .001* 0.89" .001* 0.57" 179 0.23
Stroop colors 71.81 8.78 60.70 9.46 62.39 13.69 .001* 1.22f .001* 0.82f .388 0.14
Stroop words-colors 47.32 8.07 33.24 9.07 36.61 10.46 .001* 1.64" .001* 1.15" .050% 0.34
Stroop estimated 41.95 4.18 36.05 5.21 37.08 6.85 .001* 1.25¢ .001* 0.86" .289 0.17
Stroop interference 5.38 6.24 -2.81 8.33 -0.47 8.00 .001* 1.11F .001* 0.81f .049* 0.29
Digits direct 9.36 1.74 7.83 2.13 8.18 2.29 .001* 0.791 .001* 0.58" .354 0.16
Digits direct-span 6.23 1.04 5.33 1.13 5.65 1.33 .001* 0.82f .001* 0.48" .145 0.26
Digits inverse 6.69 1.81 5.22 1.99 4.94 1.78 .001* 0.77¢ .001* 0.97" 436 0.15
Digits inverse-span 4.93 0.99 4.15 1.31 3.90 1.05 .001* 0.681 .001* 1.02f .235 0.21
Digits total 16.05 3.16 13.06 3.76 13.12 3.53 .001* 0.86" .001* 0.87% 919 0.02
WAIS Vocabulary 40.97 6.30 33.13 9.63 33.18 9.99 .001* 0.96 .001* 0.93 972 0.01
Ghrelin (pg/ml) 958.6 743.3 877.4 826.4 962.6 719.1 .485 0.10 973 0.01 .568 0.11
LEAP-2 (ng/ml) 5.05 2.84 6.39 2.97 5.13 2.74 .002* 0.46 .852 0.03 .026* 0.44
Leptin (ng/ml) 6.48 4.74 15.13 13.04 7.44 5.97 .001* 0.88" 401 0.18 .001* 0.76"
Adiponectin (ng/ml) 8276.1 3738.2 10064.1 5544.2 7189.8 4816.5 .007* 0.38 115 0.25 .001* 0.55"

Note. SD: standard deviation. IGT: Iowa Gambling Task. WCST: Wisconsin Card Sorting Test. WCST Trials: Wisconsin Card Sorting Test, total trials. WCST Errors:
Wisconsin Card Sorting Test, total errors. WCST Errors persever.: Wisconsin Card Sorting Test, perseverative errors. WCST Errors non.pers.: Wisconsin Card Sorting
Test, non-perseverative errors. WCST Cat.completed: Wisconsin Card Sorting Test, the number of complete categories. WCST Trials 1-categ.: Wisconsin Card Sorting
Test, number of trials to complete first category. TMT: Trial Making Test. TMT A: Trial Making Test Part A. TMT B: Trial Making Test Part B. TMT Diff: TMT B- TMT A.
WAIS: Wechsler Adult Intelligence Scale. LEAP2: liver enriched antimicrobial peptide 2. *Bold: significant comparison. ‘Bold: effect size into the range mild-moderate

to high-large.

4.1. The prominent role of neuropsychological variables in cluster
characterization

Cluster 1 brings together different GD subtypes described in the
literature, based on sociodemographic, clinical, or neuropsychological
features [12,18,24,28,45,139]. It was the largest subgroup in this sam-
ple, with its sociodemographic characteristics forming the most typical
profile among patients with GD [12,18]. Indeed, younger age, single
civil status, and male sex have been widely recognized as vulnerability
factors for GD, being a lower age of GD onset also linked to the youngest
patients [37,38]. Aligned with their sociodemographic profile, Cluster 1
had significantly higher prevalence of skill-based games such as sport
betting [39], resembling the “type I gambling” described by Navas et al.,
[24]. In this line, their higher scores in sensation and novelty-seeking
could be in consonance with the higher reward sensitivity observed in
“type [ gamblers” [24]. Certainly, higher rates of excitement or arousal-
seeking behavior have been associated with strategic gambling prefer-
ences [23] and could mainly drive motivation to gamble in this sub-
group of individuals characterized by a more functional personality
structure in terms of self-directedness and harm-avoidance, and without
high self-reported general psychopathology or major neuropsychologi-
cal impairments [18,25,28,140]. In fact, as strategic gambling is
cognitively more demanding, a better cognitive performance may also
underpin their gambling preferences [18,141]. The neuropsychological
profile of these “young reward-seekers” mostly overlaps with the “low
impaired EF” subtype identified by Mallorqui-Bagué, Tolosa-Sola, et al.,

[45], showing a better performance in cognitive flexibility, inhibitory
control, decision-making, working memory, as well as cognitive reserve
than the other clusters. Besides, the learning curve was poorer in Cluster
2 and 3 (IGT). Differences in factors such as age, estimated intelligence,
and educational level between clusters could contribute to explain our
findings.

Altogether, Cluster 1 might bear some resemblance to the “behav-
iorally conditioned gambler” described by Blaszczynski & Nower [28].
When analyzing other models, this cluster would also be closer to the
“sensation-seeking impulsive” subtype [26,142], but without neces-
sarily implying the identification with an “antisocial impulsivist
gambler” [28,140]. Remarkably, the characteristics that defined Cluster
1 may also contribute to explain a predominant use of online and mixed
gambling modes. Indeed, this subtype largely matches the "online
gambler" prototype, putting the spotlight on younger individuals with
higher educational levels and financially stable, who are mostly engaged
in Internet-based gambling [139,143]. In Cluster 1, continuous
gambling might constitute a crucial vulnerability factor for developing
negative consequences associated with gambling behavior and its
maintenance, being linked to a high addictive potential [139,143].
Likewise, their strategic gambling preferences influence the severity of
the gambling behavior, being these individuals more prone to make
higher bets and acquire higher debts in a smaller period of time [23].
Our results pointed to a close relationship between strategic and online
gambling. The confluence of both modalities could confer a higher risk
for a faster development of a severe GD [23]. This gambling pattern
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Table 4
Comparison between the clusters for the psychological measures.
Cluster 1 Cluster 2 Cluster 3 Cluster 1 Cluster 1 Cluster 2
N=194 N=54 N=49 vs Cluster 2 vs Cluster 3 vs Cluster 3
Mean SD Mean SD Mean SD p |d| p |d| p |d|
SCL-90R
Somatization 0.90 0.73 1.21 0.87 1.08 0.86 .010* 0.39 141 0.23 415 0.14
Obsession-compulsion 1.11 0.76 1.43 0.93 1.27 0.95 .011* 0.38 217 0.19 316 0.17
Interpersonal sensitivity 0.89 0.74 1.25 0.89 1.09 0.87 .004* 0.43 116 0.25 .324 0.18
Depression 1.44 0.90 1.82 0.98 1.56 0.93 .008* 0.40 442 0.12 143 0.28
Anxiety 0.91 0.72 1.25 0.89 1.06 0.92 .006* 0.41 .253 0.18 221 0.21
Hostility 0.91 0.79 1.19 1.03 0.98 0.96 .031* 0.31 .594 0.08 211 0.22
Phobic anxiety 0.33 0.50 0.63 0.85 0.45 0.64 .001* 0.43 .189 0.22 .150 0.23
Paranoid Ideation 0.85 0.70 1.14 0.95 1.13 0.84 .015* 0.35 .025* 0.36 934 0.01
Psychoticism 0.82 0.67 1.03 0.84 1.03 0.91 .043* 0.27 .047* 0.26 974 0.01
GSI score 0.99 0.63 1.30 0.78 1.15 0.79 .004* 0.44 151 0.22 .264 0.19
PST score 45.64 20.38 52.13 20.76 49.49 21.73 .042* 0.32 .245 0.18 518 0.12
PSDI score 1.80 0.56 2.08 0.59 1.88 0.67 .002* 0.50" .400 0.13 .041* 0.33
UPPS-P
Lack premeditation 24.51 5.79 23.81 4.65 24.35 5.27 413 0.13 .853 0.03 625 0.11
Lack perseverance 22.01 5.14 22.07 4.25 21.71 4.20 932 0.01 .703 0.06 .707 0.09
Sensation seeking 29.39 8.32 26.30 6.99 28.49 6.62 .011* 0.40 475 0.12 157 0.32
Positive urgency 31.41 9.21 32.61 9.85 32.88 8.60 .399 0.13 322 0.16 .884 0.03
Negative urgency 31.84 6.39 33.13 7.07 33.04 5.89 192 0.19 242 0.20 944 0.01
DERS
Non-acceptance emotions 15.87 6.15 18.63 5.78 17.12 6.89 .004* 0.46 .207 0.19 .220 0.24
Diff. goal-directed 13.94 4.42 15.30 4.04 13.86 4.10 .042* 0.32 .900 0.02 .041* 0.35
Impulse-control difficulties 12.71 4.60 14.59 5.71 13.98 4.67 .012* 0.36 .100 0.27 .520 0.12
Lack emot. awareness 16.59 4.14 16.57 4.71 16.98 4.39 .984 0.00 .568 0.09 .632 0.09
Limited access 18.26 6.57 21.31 6.56 19.43 6.94 .003* 0.47 271 0.17 151 0.28
Lack emotional clarity 11.49 3.84 13.11 4.12 12.41 3.65 .007* 0.41 .140 0.24 .357 0.18
Total score 89.03 21.16 99.43 21.53 93.78 22.89 .002* 0.517 .168 0.22 .184 0.25
TCI-R
Novelty seeking 112.85 13.18 106.41 12.43 108.90 12.37 .001* 0.50" .057 0.31 .329 0.20
Harm avoidance 96.02 16.40 105.65 19.21 100.84 13.06 .001* 0.547 .068 0.32 .139 0.29
Reward dependence 97.96 13.58 96.98 13.36 98.49 13.54 .639 0.07 .806 0.04 .573 0.11
Persistence 109.71 18.82 107.11 20.24 109.16 17.87 .373 0.13 .856 0.03 .583 0.11
Self-directedness 131.68 19.77 125.87 21.74 128.65 21.73 .046* 0.28 .356 0.15 491 0.13
Cooperativeness 130.48 14.87 129.91 16.59 128.65 16.41 .810 0.04 .460 0.12 .681 0.08
Self-transcendence 58.47 12.62 66.96 16.26 65.59 12.63 .001* 0.58" .001* 0.56" .603 0.09
Food addiction n % n % n % p |h| p |h| p |h|
YFAS-2 positive 12 6.2% 9 16.7% 2 4.1% .014* 0.34 572 0.10 .039* 0.43

Note. SD: standard deviation. SCL-90R Symptom Checklist-90-Revised. GSI score: global severity index. PST score: total positive symptoms. PSDI score: positive
symptom distress index. UPPS-P: Impulsive Behavior Scale. DERS: Difficulties in Emotion Regulation Strategies. DERS Non-acceptance emotions: non-acceptance of
emotional responses. DERS Diff. goal-directed: difficulties engaging in goal-directed behavior when having strong emotions. DERS Lack emot. awareness: lack of
emotional awareness. DERS Limited access: limited access to emotion regulation strategies. TCI-R: Temperament and Character Inventory-Revised. YFAS-2: Yale Food
addiction Scale 2.0. *Bold: significant comparison. tBold: effect size into the range mild-moderate to high-large.

leads us to speculate whether the existence of a telescoping-like effect
linked to the binomial strategic-online gambling with potential thera-
peutic implications, since the online mode could reinforce the likelihood
of poorer treatment outcomes that has been already associated with
strategic gambling from earlier stages of GD [33]. Furthermore, as
younger patients usually show a lower motivation to discontinue their
gambling behavior and to seek treatment, together these factors could
imply a high risk of early relapse and treatment dropout [33,140,144].

Cluster 2 and 3 shared similarities in most of their sociodemographic
and gambling-related characteristics. Particularly, factors such as lower
socioeconomic and educational status would increase vulnerability for
GD in these subgroups [145]. Although male still predominated, both
clusters were conformed by a significantly higher proportion of females
and older individuals. In this line, women tend to be more represented
among older patients with GD, as they usually start gambling later in life
[5]. Besides, an older age may contribute to explain higher scores in self-
transcedence among these clusters [18,37]. Likewise, both older age and
female sex have been associated wih non-strategic gambling prefer-
ences, such as lotteries and bingo [5,23], being these chance-based
gambling evocative of the “type II gambling” defined by Navas et al.,
[24]. Interestingly, “type II gamblers” are characterized by greater dif-
ficulties for delaying gratification which, in turn, have been linked to
poor decision-making [20,24,146]. In this line, we speculate whether a

poorer performance in decision-making tasks (IGT) could also reveal
underlying higher difficulties for delaying gratification among these
patients. Certainly, their neuropsychological profile was more similar to
the subtype with “high impaired EF” described by Mallorqui-Bagué,
Tolosa-Sola, et al., [45], which could also contribute to explain non-
strategic and offline gambling preferences in older individuals [18].
However, our findings allow us to suggest that Clusters 2 and 3 might be
understood as a division of the aforementioned subtype [45]. Specif-
ically, our results revealed interesting differences regarding inhibitory
control (an impulsive measure) and cognitive flexibility (a compulsive
measure), which were the two main indicators for clustering in our
study.

Cluster 2 was characterized by the poorest inhibitory control (Stroop
interference), a facet of impulsivity that may influence GD severity
among these patients [147-149]. This cognitive trait could be related to
worse scores in ER, especially regarding difficulties in goal-directed
behaviors. In this line, neurocognitive research has suggested a
connection between inhibitory control and ER, as both involve cognitive
processes that help individuals modulate their behavior and responses to
stimuli [150]. Indeed, it has been speculated that there are common
underlying psychooneurobiological mechanisms between the two pro-
cesses [151,152]. While a better inhibitory control has been associated
with better ER and the use of adaptive ER strategies in daily life [153], a
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Fig. 2. Radar-charts.

poorer inhibitory control has been related to higher stress reactivity
[150]. On the other hand, those psychiatric disorders typically linked to
difficulties in ER, such as borderline personality disorder, postraumatic
stress disorder, anxiety, and depression have also been linked to a poorer
inhibitory control [154-156]. Besides, more difficulties in ER might
contribute to greater emotional distress, being also described in GD,
mainly among women and older individuals [18,157,158]. That said,
poorer ER strategies along with a significantly poorer inhibitory control
could favor using gambling as a maladaptive coping mechanism in this
cluster, being acquired and maintained over time to deal with un-
pleasant emotions [12,140,159]. Furthermore, their lower ability to
behavioral and negative affect regulation might be related to the pres-
ence of comorbidities that also contribute to emotional distress
[12,13,37,160]. This fact may help to explain that addiction-related
behaviors, such as substance use and FA, were prevalent in Cluster 2,
with a gambling-like functionality or even, to counterbalance gambling
seeking-behaviors [160-162]. Indeed, the ‘“comorbid-vulnerable
coping-seeker” resembles the GD subtype with FA described by Etxandi
et al., [163], being FA a condition closely linked to higher BMI [163].
The whole context might confer higher emotional vulnerability to
the “comorbid-vulnerable coping-seeker” subtype. Precisely, this profile
shares some similarities with the “high emotional distress” type
described in the study by Jiménez-Murcia et al., [18], in analogy with
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the “emotionally vulnerable gambler” of Blaszczynski & Nower [28] or
the “evasion seeker” of Lesieur [26]. Precisely, these patients have also
been characterized by a more dysfunctional personality structure in
terms of high harm-avoidance and low self-directedness, which con-
trasts with the “young reward-seeker” type [18,26,37]. Remarkably, the
gambling-to-cope pattern and its link to affective symptoms represent a
crucial risk factor for relapse in this cluster [164].

Cluster 3 was characterized by the poorest neuropsychological per-
formance and notably, by the poorest cognitive flexibility (WCST, TMT
difference). That said, these patients could represent a vulnerable group
with the highest difficulties in modifying their thinking and behavior, as
well as in recognizing and adapting to changing stimuli-reward con-
tingencies, finding alternative adaptive strategies to solve problems, and
making optimal decisions [14,146,148,165,166]. This cognitive char-
acterization has been associated with a less reward-driven, more re-
petitive, and obsessive gambling pattern [166-168]. Precisely, the
impossibility of performing the gambling behavior could play a crucial
role in modulating emotional distress in this “cognitive inflexible”
subtype [166-168]. The higher cognitive inflexibility could strongly
influence the severity of their gambling behavior, being linked to higher
gambling frequency, finantial losses, and gambling urges, which may
also impact on their emotional well-being [169]. Furthermore, the
poorest performance in cognitive flexibility, and especially the higher
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perseverative errors, could confer this cluster a particularly greater
vulnerability to a poorer treatment response [50].

Bearing all this in mind, Cluster 3 could be distinguished mainly on
the basis of neuropsychological aspects, although it seems to represent a
subgroup less differentiated from Cluster 1 and 2 in other clinical fea-
tures. Overall, Cluster 3 may be closer to the “antisocial impulsivist”
type in some respects [28]. According to this third pathway of Blaszc-
zynski & Nower [28], the significantly poorest neuropsychological
performance found in Cluster 3 could represent a crucial factor strongly
conditioning gambling behavior in interaction with processes such as
impulsivity and emotional management. Nonetheless, the reviewed
pathways model by Nower et al., [12] emphasized that this “antisocial
impulsivist” type would constitute a separate subgroup rather than the
second one (i.e., “emotionally vulnerable gambler”) with additional
contributing factors. The distinction between pathways 2 and 3 may also
contribute to reinforce some hypothesized differences between Cluster 2
and 3, such as a distinctively relationship between their gambling
behaviour and stress management. Particularly, enganing in gambling to
search for meaning, together with the presence of antisocial personality
traits or a tendency to adopt risky behaviors, have also been some of the
factors associated with the “antisocial impulsivist” type [12]. These
features could speculatively be shared by individuals in Cluster 3.

Taken together, our results support that neuropsychological features
have a core role not only in the pathogenia and prognosis of GD [5], but
also in cluster formation. Hence, their use has allowed to identify in-
dependent subgroups with distinctive phenotypic profiles that are clin-
ically meaningful and consistent with previous studies of clusters based
on clinical and psychological characteristics. Remarkably, this work
supports findings from research using neuropsychological variables for
GD subtyping [45] in a larger clinical sample with GD and, in particular,
points to a valuable distinction between those subgroups with a higher
impairment in EF. Consequently, potential diagnostic and therapeutic
implications can be derived from these results [45,49].

4.2. Exploring neuroendocrine profiles among GD subtypes

Interestingly, findings regarding neuroendocrine variables delin-
eated a metabolic profile among “comorbid-vulnerable coping-seekers”
that differed significantly from the other subgroups. Certainly, some
factors could partially explain higher leptin concentrations in Cluster 2,
such as higher BMI, older age, and female sex [61,170,171]. Besides,
higher leptin concentrations may also be related to a higher prevalence
of FA in this subtype [89,105,172]. In this vein, the overproduction of
leptin could even represent a state of hyperleptinemia [173] and leptin
resistance over time [105], which promotes overeating by influencing
homeostatic and hedonic regulation of food intake and subsequently,
weight gain [61,174]. Indeed, leptin has been identified as a proin-
flammatory agent that stimulates the production of proinflammatory
cytokines, being higher leptin concentrations associated with a higher
metabolic risk [175,176]. This fact is remarkable since a poorer physical
health and increased metabolic risk have been described in individuals
with GD compared with the general population [177]. Moreover, a
proinflammatory state has been mutually linked to a susbtained
hyperactivation of the hypothalamus-pituitary-adrenal (HPA) axis,
which could be another mechanism that potentially underlies higher
leptin concentrations by stimulating the production of leptin and in a
second step, favoring leptin resistence [66]. Although ansiolitic and
antidepressant-like effects have been attributed to leptin throughout the
attenuation of this axis, higher leptin concentrations have been
described among individuals with a greater perceived stress [178]. In
fact, the desensitization of brain leptin receptors has been linked to
anxiogenic and depressive-like behaviors [179]. Apart from being pro-
posed as a factor involved in mood regulation [86,180,181], the asso-
ciation of leptin with impulsivity and cognitive performance has also
yielded promissing results [62]. Central leptin signaling is directly
related to the dopaminergic reward circuit and higher leptin
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concentrations have been related to a poorer inhibitory control
[182,183]. Altogether, neuroinflammation and oxidative stress sec-
ondary to leptin disturbances may contribute to changes in brain neu-
roplasticity which, in turn, have been associated with addiction by
favoring impulse reward-seeking behaviors (e.g., gambling, food, drugs)
[184,185].

Lower adiponectin concentrations have been linked to a higher BMI
and metabolic risk due to its anti-inflammatory properties [61], which
has also been suggested among patients with GD [47,66]. Then, one
possible rationale to explain the higher fasting plasma adiponectin
concentrations in Cluster 2 may be linked to the existence of metabolic
compensatory mechanisms. Moreover, the between-group differences in
LEAP-2 concentrations suggest that the involvement of the ghrelin sys-
tem in differentiating clusters may be based on a substrate other than
ghrelin itself. Interestingly, we observed a similar distribution of LEAP-2
and leptin among clusters. Since leptin and ghrelin act in opposing ways
and LEAP-2 antagonizes ghrelin [56,66], the potential synergistic role of
leptin and LEAP-2 in addiction-related processes needs to be further
investigated. In this line, LEAP-2 concentrations seem to increase with
BMI and glycemia [118]. Then, we wonder whether higher LEAP-2
concentrations could be related to a worse metabolic state. Moreover,
as higher fasting LEAP-2 concentrations have been associated with more
impulsive responses [79], we speculate whether LEAP-2 concentrations
could be related to a worse inhibitory control in Cluster 2, which in-
fluences approaching behaviors towards rewards such as food and
gambling.

Globally, these results should be cautiosly interpreted and further
research is needed to get more insight into the complex neuroendocrine
interplay in the pathogenesis of GD, as well as regarding their clinical
correlates. So far, the role of these neuroendocrine substrates in GD
clustering remains slightly modest in comparison with neuropsycho-
logical variables. That said, their inclusion as indicators for subtyping
represents a novel contribution that opens the door for future studies to
focus on neuroendocrine substrates in GD. In this line, promising results
on leptin make it a potential target that warrants further research to
consolidate preliminary evidence. Furthermore, the analysis of neuro-
endocrine variables puts the spotlight on biological candidates for
designing useful psychopharmacological approaches in GD, that could
selectively benefits patients according to their individual profile.

4.3. Potential implications of clustering in the severity, diagnosis, and
treatment of GD

It is worth mentioning that we did not find significant differences in
GD severity based on clinical criteria diagnosis (i.e., DSM and SOGS)
between clusters, which might be explained due to some reasons.
Certainly, one possible rationale could be related to the fact that in-
dividuals who seek for treatment often represent more severe cases [5].
Moreover, within each cluster, the confluence of different features that
have been related to GD severity could confer a distinctive intragroup
vulnerability [5,23,147-149,169,186]. In this regard, our results
emphasized the complexity and heterogeneity of the disorder also when
defining its severity, that could imply a broad number of features and
processes, from neurobiology to environmental factors. Hence, a more
comprehensive understanding of the pathogenia of the disorder and the
identification of GD subtypes might contribute to a more individualized
evaluation of GD severity, which could help to elucidate more person-
alized preventive and therapeutic approaches.

In this line, our results highlight the potential benefit of including
neuropsychological tests in standard GD assessments. Considering the
three identified clusters and their main differences, the recommended
neuropsychological evaluations should include assessments of cognitive
flexibility (e.g., WCST) and inhibitory control (e.g., SCWT). The occur-
ence of impairments in these EF could serve as indicators of which group
of patients may best fit into and thus help to tailor personalized in-
terventions. On the other hand, the differences in neuroendocrine
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variables observed in this study would need further evidence to consider
these variables as a potential gold standard for GD assessment.

Findings related to the “young reward-seekers” point in particular to
the need to focus on prevention in different areas of the individual’s life
(e.g., academic and working ambit, socio-familial context) since early
stages of GD [5]. Psychoeducation and motivational interventions could
represent crucial strategies to promote a healthy lifestyle and raise social
awareness about the adaptive use of gambling and technologies, favor-
ing an early detection of at-risk cases, insight acquisition, motivation to
seek treatment and, especially, an earlier intervention in cases of
gambling problems related to strategic preferences [5]. Adjuctive to
traditional treatment based on cognitive-behavioral therapy, these in-
terventions seem useful to enhance treatment adherence in underage
and young population with GD [187,188]. Furthermore, future research
aimed at further adapting the regulation of online gambling is war-
ranted, especially given that Cluster 1 appears to represent the most
frequent subtype and with the youngest individuals [49,143,189].

The “comorbid-vulnerable coping-seekers” could particularly benefit
from psychological approaches oriented towards the development of
adaptive skills to deal with relapse-risk situations [140]. For that pur-
pose, ER and inhibitory control represent two cardinal processes to
guide therapeutic approaches among these patients. In fact, some au-
thors have suggested that training one process can improve performance
in the other one [151,156]. In this line, mindfulness-based training
seems to be helpful in addressing both emotional dysregulation and
potentially linked neuropsychological features [190]. On the other
hand, research evaluating cognitive enhancement interventions for
impulsivity such as cognitive remediation, computerized cognitive
training, or pharmacological cognitive enhancers (e.g., moldafinil) is
scarce. While cognitive remediation based on goal management training
seems promising for improving impulsive choice (IGT), inconclusive
results have been yielded so far and future longitudinal studies are
warranted [191,192]. Improving interventional strategies based on
these targets should also be crucial due to its potential beneficial effect
on other addiction-related behaviors such as FA and substance use and
even, on the metabolic state of patients with GD [193,194]. Likewise,
our findings also reinforce the idea of incorporating physical health into
mental health by favoring a more integrative and multidisciplinary
therapeutic approach that contemplates the promotion of healthy life-
style habits as an additional interventional branch, as well as metabolic
screening among individuals with GD.

Results from the “cognitive inflexible” subtype support the notion of
considering cognitive flexibility as a crucial therapeutic target since
early stages of GD, which could have a positive impact on the GD course
and treatment outcome. Adjuntive to conventional treatment for GD,
some biological strategies have been suggested to improve cognitive
control, including cognitive flexibility. For example, brain stimulation
therapies such as repetitive transcranial magnetic stimulation (rTMS)
and transcranial direct current stimulation (tDCS) [195,196], although
their efficacy in GD remains inconclusive [197]. Besides, psychopha-
rmacological interventions with antidepressant, mood stabilizers such as
lithium, and opiod antagonists seem promising due to the modulation of
serotonin and dopamine neurotransmission [195]. Hence, it should be a
"must" for govenors and the scientific community to promote these
research lines that need a consolidated evidence for their suitability and
approval in the treatment of GD.

4.4. Strengths and limitations

One strength of the current study is the use of clustering procedure to
identify the latent empirical groups among patients with GD, based on a
relatively large set of predictors, including sociodemographic, neuro-
psychological, and neuroendocrine features. Compared with usual
analytical procedures, cluster analysis does not require a priori as-
sumptions regarding the underlying profiles in the sample and therefore,
it allows empirically identifying the systematic covariation of multiple
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features contributing to the inter-individual variance in the gambling
habits. Likewise, it is worth noting the relatively large sample size for
the three latent subgroups identified (194, 54 and 49, respectively),
suggesting that the clusters adequately cover the variance of naturally
occurring individual differences (likelihood of small extreme groups are
minimized). Moreover, the characterization of the participants was
multifaceted on several underlying endophenotypic characteristics,
enabling to discern the relative importance of different endophenotyp-
ical indicators.

On the other hand, some limitations should be considered when
interpreting the results of this study. As the cross-sectional nature of this
study limits causality attributions and does not allow the prognosis and
treatment response of the different clusters to be assessed, future lon-
gitudinal studies are needed to identify potential risk factors for the
empirical clusters and obtain evidence of their predictive validity. Sec-
ondly, the sample was principally composed of treatment-seeking males
referred to a specialized unit, which should be considered when results
would be generalized. However, it should be noted that the frequency of
women in the study is consistent with the prevalence estimates in clin-
ical treatment-seeking samples in GD, and their inclusion in the study
increases its ecological validity. Despite the use of previous validated
methods for endocrine analysis and well-established psychometric and
neuropsychological batteries, limitations related to self-reported data
should also be highlighted. Certainly, our work constitutes a first
approximation to the study of endophenotypic variables in the clus-
tering of GD. That said, future research including additional variables (e.
g., psychological features) as part of the cluster analysis could be an
interesting approach, allowing for a comparison of the role of different
variables in the discrimination of GD subtypes.

5. Conclusions

This study underpins empirical evidence for the effect of neuropsy-
chological and neuroendocrine features on GD subtyping, leading to
distinguish well-defined clinical profiles. Specifically, neuropsycholog-
ical variables were the main indicators for clustering, mainly cognitive
flexibility and inhibitory control. Within neuroendocrine features, leptin
was the strongest indicator. Similar to sex and age, leptin showed a
modest effect on differentiating subgroups. While our results should be
carefully interpreted and future research is needed, they might
contribute to a more comprehensive characterization of GD profiles
based on potential endophenotypic features, which distinctively influ-
ence GD severity and therapeutic approaches.

Supplementary data to this article can be found online at https://doi.
org/10.1016/j.comppsych.2023.152435.
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DISCUSION

La presente tesis doctoral se ha centrado en el estudio de aspectos neurobiol6gicos en
poblaciones clinicas con TJ y TCA. Los factores explorados abarcan distintas esferas
neurobioldgicas, como son los sustratos genéticos, neuroendocrinos y neuropsicologicos.
Un aspecto que confiere dimensionalidad a este trabajo queda reflejado en el estudio de
algunos de estos factores en poblacién con obesidad, como parte del continuum de
condiciones clinicas extremas de peso y alimentacion junto con los TCA (ver Figura 5).
Desde una perspectiva biopsicosocial, la inclusion de variables clinicas, psicosociales y
antropométricas y la evaluacion de su vinculo con las variables neurobioldgicas ha
permitido profundizar en la compleja patoplastia de los diferentes trastornos a la hora de
delimitar aspectos como el riesgo de desarrollarlos, su gravedad y heterogeneidad. Con
el fin de contrastar las hipotesis planteadas y desarrollar los objetivos propuestos, se han
llevado a cabo diferentes estudios cuyos resultados contribuyen a fortalecer y
complementar la literatura existente en lo tocante a la neurobiologia de las diferentes
condiciones clinicas. De ellos se derivan una serie de implicaciones clinicas, sociales e
investigadoras, a la par que la formulacion de nuevas hipotesis de trabajo que pueden dar

continuidad a futuras lineas de investigacion.
Enfocando la salud desde una aproximacion biopsicosocial integradora

BIENESTAR BIENESTAR BIENESTAR

F) SOCIAL FiSICO MENTAL

‘ Sustratos neuropsicoldgicos \

Sustratos neuroquimicos y neuroendocrinos

ENDOFENOTIPOS
Sustratos neurofisiolégicos
Sustratos
Sustratos neuroanatémicos (neuro) biolégicos

Figura 7. Esquema conceptual. Elaboracién propia.
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«La salud es un estado de completo bienestar fisico, mental y social, y no solamente la
ausencia de afecciones o enfermedades» (1040). Vigente e inalterada desde 1948, esta
definicion acufiada por la OMS hace hincapié en la complejidad y la
multidimensionalidad que entrafa el estado de salud de la persona, gobernado por un
triunvirato en el que las fortalezas y fragilidades de cada una de sus partes contribuyen y
comprometen el “equilibrio” asociado tanto a la tenencia, como a la privacion de un
estado de bienestar global. Asi, la preocupaciéon por alcanzar y mantener un estado
saludable que contempla el plano mental y lo asocia de una manera interdependiente a las
esferas fisica y social, lleva a cuestionarse la salud mental desde un prisma biopsicosocial
integrador que permita transitar hacia un enfoque holistico, multidisciplinar y
personalizado de la patologia mental, potencialmente asociada a la pérdida del bienestar
mental, fisico y social de la persona (ver Figura 7) (Estudios I al V).

En este sentido, la mirada introspectiva hacia las raices neurobioldgicas que podrian estar
subyaciendo y modulando, en parte, la conducta visible contribuye a una mejor definicién
y filiacion de aspectos clinicos y psicol6gicos asociados a la patologia mental (Estudios |
al V). A pesar de que los resultados arrojados en los diferentes estudios que componen
esta tesis dan muestra de la potencial asociacion de los sustratos neurobiologicos con la
presencia (Estudio 1), la gravedad (Estudios Il al 1V) y la identificacién de subtipos
clinicos (Estudio V) de acuerdo con las hipdtesis iniciales planteadas, se hace hincapié en
que el estudio neurobiologico debe asumir el reto conceptual de distinguir la patologia de
aquello que no lo es y no representar simplemente un desplazamiento vacuo y
reduccionista del foco clinico al plano bioldgico. Asi, el enfoque biopsicosocial de los
diferentes estudios también permitio corroborar la existencia de asociaciones entre los
sustratos neurobioldgicas estudiados y otros factores consabidamente ligados a estos
trastornos, como la estructura de personalidad (Estudios I, 111y V), la impulsividad como
constructo dimensional (Estudios I11 al V), la regulacion emocional (Estudios IVy V) y
el malestar psicoldgico (Estudios Il, IV y V) a la hora de definir distintos patrones de
gravedad (Estudios Il al 1V) e identificar la existencia de subtipos neurobiopsicosociales
(Estudio V).

Todo ello conduce a la formulacion de varios planteamientos entre los que figura la

limitacion que podria suponer la valoracion de la gravedad de la patologia mental basada
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exclusivamente en los criterios clinicos y los puntos de corte arbitrarios contemplados en
los principales manuales diagnosticos, frente a una conceptualizacion més integradora,
que se ajuste de una forma mas fidedigna a la complejidad, la multifactorialidad y la
heterogeneidad que la caracterizan (ver Figura 7) (Estudio V). En esta linea, también se
pone de manifiesto que la heterogeneidad clinica atribuida a un mismo trastorno podria
ser trasladable al plano neurobiol6gico (Estudios Il al V) y, especificamente, a sustratos que
podrian estar funcionalmente involucrados en procesos psicobiolégicos con un reconocido
caracter transdiagnosticos, como la impulsividad, la regulacién emocional y el manejo del estrés
(Estudios 111y IV). Este hecho vendria a respaldar la concepcion del TJy los TCA dentro
del marco tedrico del espectro impulsivo-compulsivo (ver Figura 7). Este constructo
psicopatoldgico de naturaleza dimensional, que abarca trastornos mentales caracterizados
por el predominio de aspectos relacionados con la impulsividad y la compulsividad,
distingue entre trastornos de predominio impulsivo (p.e., trastornos de personalidad limite
y antisocial), compulsivo (p.e., trastorno obsesivo compulsivo y AN) e impulsivo-
compulsivo (TJ, TUS, BNy TA) (470,895,985,1041-1048). En el contexto de una mayor
proximidad clinica entre el TJ y los BSD, se propone la existencia de potenciales
similitudes neurobioldgicas entre estos trastornos, que también podrian guardar relacion
con la obesidad (Estudios Il y 1V). La evaluacion de esta entidad como parte del
continuum de condiciones clinicas extremas de peso y alimentacion ha posibilitado la
identificacion de un perfil psicopatoldgico semejante entre personas con obesidad que
tienen un TCA y aquellas sin TCA, pero con FA (Estudio IV). Este hallazgo, que
contribuye a incidir en el caracter heterogéneo de la obesidad (883,1049), podria sugerir
la asociacion de este perfil disfuncional con una mayor vulnerabilidad para desarrollar un
TCA, asi como otros trastornos mentales, sobre todo, los relacionados con la esfera
afectiva y la adiccion. Precisamente, la similitud de este perfil con el subtipo de TJ
“comorbid vulnerable seeker”, identificado principalmente en base a indicadores
neuropsicoldgicos (Estudio V), podria subrayar un peso determinante del funcionamiento
cognitivo y, especialmente, del control inhibitorio en la identificacién de un perfil
transdiagndstico caracterizado por un peor control cognitivo, un mayor malestar
emocional y la presencia de comorbilidad somatica (p.e., obesidad) y psiquiatrica (p.e.,
conductas adictivas). En este sentido, se plantea la utilidad de reconsiderar
conceptualmente el espectro impulsivo-compulsivo mediante la inclusién de patologias

fuera del campo de la salud mental, pero con las que guardan una elevada semejanza
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fenotipica, relativa a potenciales endofenotipos y una no infrecuente presentacion
comorbida. Esta demarcacion dimensional podria contribuir a concebir el estado de salud
desde una perspectiva mas ajustada e integradora de los tres ejes que lo vertebran, asi
como a sensibilizar de manera interdisciplinaria a los diferentes profesionales de la salud,
mitigando la polarizacion existente entre la dedicacion al “cuerpo” o a la “mente” de las

personas.

Ciertamente, el reconocimiento de las principales limitaciones presentes en los actuales
modelos de clasificacion clinica conlleva la necesidad de una mayor solidez empirica en
la nosologia psiquiatrica. En este sentido, la investigacion contemporanea de las bases
neurobioldgicas en salud mental podria estar cuestionando la validez del enfoque
categorial, encamindndose hacia la consolidacion de un enfoque dimensional (Estudios
I11 al V). Precisamente, el proyecto Research Domain Criteria (RDoC), una iniciativa del
Instituto Nacional de Salud Mental de Estados Unidos puesta en marcha en 2009,
representa un buen ejemplo del cambio en el paradigma de la investigacion en salud
mental considerando una aproximacion basada en la neurociencia (73). La contribucion
al desarrollo de este tipo de modelos nosoldgicos, encuadrados de manera preliminar en
el contexto investigador, aprovechando los enormes avances que ha experimentado la
investigacion neurobioldgica desde que la OMS emitiera su archiconocida definicion de
salud (ver Figura 1) podria contar con un potencial impacto en los sistemas de
clasificacion actual, abriendo las puertas al estudio de posibles biomarcadores

transdiagndsticos y nuevas dianas terapéuticas de naturaleza bioldgica.

Alteraciones genéticas

Aun cuando la observacion conductual ha permitido la caracterizacion clinica y la
distincion de subtipos de un determinado trastorno mental, la traduccion interna de lo que,
en ultima instancia, constituye una manifestacion fenotipica a nivel de la conducta
envuelve la (des)articulacion de una compleja maguinaria neurobioldgica. En este
sentido, tanto en la condicion de salud como de enfermedad podria imperar la hipétesis
de que “lo visible” representa una minima parte de “todo lo que est4d ocurriendo” en el
organismo. Con esta premisa, el estudio de aspectos genéticos constituye un punto de
partida basico y relevante en el ambito de la salud, por la susceptibilidad que pueden
conferir algunos de nuestros rasgos genotipicos a la expresion de determinados rasgos
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fenotipicos y al desarrollo de condiciones patoldgicas como el TJ (genotipos de riesgo)

(ver Figura 7).

En esta linea, en el primero de los objetivos de esta tesis se planted el estudio comparativo
de la frecuencia alélica de SNP en genes de la familia de las NTF entre personas con TJ
y un grupo control que permitié corroborar la hip6tesis de que algunos SNP estuvieran
potencialmente asociados con la presencia del trastorno (Estudio I). A pesar de que estos
hallazgos resultan interesantes a la par que novedosos, en las enfermedades comunes
como el TJ se ha de tener en cuenta que el genotipo en si mismo no va a resultar
determinista, dado que existe una influencia de diversos factores ambientales y
mecanismos de regulacion dinamicos asociados a la interaccion gen-ambiente
(epigenética) que van a modular el desarrollo del trastorno (ver Figura 7). Al igual que
ocurre en otras enfermedades de herencia compleja, los resultados evidenciados sugieren
la implicacion de aspectos genéticos en el TJ basada en pequefias contribuciones aditivas
de mdltiples variantes gendémicas (genotipos de riesgo), en interaccién con eventos
ambientales complejos. Dado que algunos SNP de riesgo en genes como el NTF3, el
NTRK1 y el NTRK2 se han asociado potencialmente a otros trastornos mentales (1050
1053), estos sustratos podrian representar factores de vulnerabilidad genética compartidos
por diferentes entidades clinicas como el TJ, el TUS, el TDAH y los TCA, subyacentes
al compromiso de ciertos procesos cerebrales comunes e, incluso, de ciertas

manifestaciones clinicas.

Precisamente, en el TJ, el estudio de asociacion entre los SNP de riesgo y otras variables
clinicas y psicoldgicas a la hora de definir la gravedad del trastorno secundé la existencia
de patrones asociativos entre el gen NTRK2 y rasgos de personalidad y niveles de
psicopatologia general ligados a una mayor gravedad clinica del TJ (Estudio II). Si bien
estos hallazgos carecen de atribucion causal, podrian sugerir a la familia de las NTF vy,
especialmente, al binomio BDNF-TrkB como una posible diana genética de procesos
psicobioldgicos implicados en la patogenia del TJ (ver Tabla 2). Asimismo, los hallazgos
relacionados con el receptor del CNTF cuestionan la participacion de otros factores
neurotroficos que no forman parte de la familia de las NTF, pero que estan emparentados

funcionalmente con ella, en la patoplastia del TJ (Estudios I y II).
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La mayoria de las variantes de riesgo que intervinieron en los patrones asociativos estaban
formando bloques de haplotipos (Estudios | y 1), es decir, que eran variantes genéticas
con una tendencia no aleatoria a heredarse conjuntamente (con un elevado desequilibrio
de ligamiento)(105). El estudio de haplotipos resulta interesante ya que se considera que
mas de la mitad del genoma humano estaria contenido en ellos, existiendo un nimero
limitado de haplotipos, en los que ademas se encuentran un elevado nimero de SNP
(1054). En este sentido, la identificacion de algunos SNP potencialmente asociados al TJ
ha permitido, a su vez, vincular ciertos haplotipos con un mayor riesgo de manifestar
determinados rasgos y perfiles fenotipicos. Adicionalmente, la identificacion funcional
de solapamientos entre algunos SNP de riesgo y elementos reguladores de la expresion
génica (potenciadores, promotores o sitios de union de factores transcripcionales) podria
ayudar a comprender los mecanismos por los que estas variantes, que resultaron ser no
codificantes, podrian conferir vulnerabilidad frente al TJ. Asimismo, la inclusion de
técnicas que investigan la estructura tridimensional de la cromatina en el interior del
ndcleo podria contribuir a profundizar en el conocimiento sobre los efectos de la
organizacion espacial del ADN en la expresion génica (1055) y, por ende, en la expresion
fenotipica del TJ. No obstante, esta interaccion va a estar sujeta a la especificidad tisular
y es dinamica, lo que refuerza la importancia de considerar la potencial influencia de

mecanismos epigenéticos reguladores de la expresion génica (1056) (ver Figura 7).

Més alla de proponer la existencia de genotipos de riesgo, la disfuncion de distintos
sustratos neurobiologicos podria ser tributaria de representar una caracteristica
endofenotipica de riesgo asociada a un determinado fenotipo clinico (ver Figura 7). A
pesar de que la definicion de endofenotipo ha suscitado varias acepciones, globalmente
se identifican como endofenotipos o “fenotipos intermedios” aquellos sustratos
neurobioldgicos distintos de los genéticos que tienen capacidad de influenciar el fenotipo
y guardan un correlato genotipico (81). La impulsividad, la compulsividad, el
procesamiento emocional y el perfil neurocognitivo constituyen potenciales
endofenotipos de vulnerabilidad propuestos por la psiquiatria biologica (1057-1059).
Asimismo, la identificacion de posibles biomarcadores circulantes esta en boga, pudiendo
ser de utilidad en la identificacion temprana de rasgos o condiciones patoldgicas, asi como
en la identificacion de subtipos.
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Alteraciones neuroendocrinas

Los resultados derivados del andlisis de eCBs circulantes en el TJ (Estudio 1) y el
continuum de condiciones clinicas extremas de peso y alimentacion (Estudio 1V) podrian
contribuir a respaldar la hipotesis de un sistema eCB disfuncional en estos trastornos. Las
elevadas concentraciones de AEA sugeririan una posible hiperactividad del sistema eCB
subyacente a la patoplastia del TJ, en linea con la nocién que se sostiene en la adiccion.
En el caso del continuum de condiciones clinicas extremas de peso y alimentacion, los
mismos resultados en los grupos de obesidad (con y sin TCA) podrian estar evidenciando
un nexo neuroendocrino comun entre los BSD y la obesidad. En este punto, es importante
destacar que, a diferencia del TA, en la BN que no se han observado previamente
diferencias significativas en las concentraciones de eCBs respecto a controles sanos
(1004), pudiendo las conductas compensatorias de purga marcar una diferencia entre el
TA 'y laBN (988). Si bien seria interesante evaluar este aspecto de cara a futuros estudios,
los resultados arrojados desde la perspectiva dimensional del espectro de trastornos
relacionados con la conducta del atracén podrian subrayar un vinculo entre los episodios

de atracon y la hiperactividad del sistema eCB.

Siguiendo con este enfoque, las similitudes evidenciadas entre el TJ y algunas
condiciones clinicas extremas de peso y alimentacion cuestionan si el sistema eCB podria
ser un sustrato neuroendocrino ligado a los procesos de impulsividad y compulsividad,
constituyendo su disfuncion una diana biologica comun a varios trastornos relacionados
con estos procesos. En este sentido, las alteraciones evidenciadas podrian apuntar un
papel destacado de la AEA en la conducta de juego, asi como en el patron de ingesta
alimentaria relacionado con la conducta de atracon y el control del peso corporal. A nivel
central, la implicacion funcional del sistema eCB en el circuito mesocorticolimbico de la
recompensa podria representar un punto de encuentro neurobiologico en la patoplastia de
estos trastornos. Tomando como referencia la teoria de la saliencia del incentivo como un
modelo tedrico generalmente aceptado y empleado en la actualidad (490), la implicacién
de la AEA en la respuesta heddnica psicobioldgica de wanting y liking (219,494,1060)
podria convertirla en un sustrato clave del sistema eCB a la hora de perpetuar la conducta

de busqueda (wanting), con independencia y mas alla del placer que proporcionan
(liking).
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Los sistemas neurotransmisores y neuroendocrinos reguladores de la homeostasis
energética representan un papel muy ligado evolutivamente al mantenimiento de la
supervivencia y, particularmente, el sistema eCB desempefia un amplio papel como
modulador neuroquimico. Esto hace plantearse si las alteraciones evidenciadas podrian
responder a la hipotesis de un sistema de la recompensa hipoactivo en trastornos como el
TJ, el TAy la obesidad. Este planteamiento enlaza con la teoria alostasica (494) y con
hallazgos de neuroimagen que han descrito una hiperactividad ante la exposicion a
estimulos en todos estos trastornos, frente a una hipoactividad basal. La asociacién de la
AEA con el componente psicobioldgico de wanting (méas implicado evolutivamente con
la supervivencia frente al componente de liking) sumado a su papel como agonista parcial
del CB1R y su mayor afinidad receptorial, podrian conferirle una capacidad moduladora
privilegiada a la hora de activar el circuito de la recompensa. En cualquier caso, el
incremento de la AEA podria mediar la reduccién del umbral de sensibilidad a

recompensas como el juego y los alimentos altamente palatables.

Una de las reflexiones que surgen habitualmente asociadas a la investigacion
neurobioldgica esta relacionada con el hecho de si las disfunciones neurobioldgicas
preceden o suceden a una determinada condicién patologica, haciendo que la
vulnerabilidad bioldgica sea una cuestion compleja de abordar y sobre la que aspectos
como la coexistencia de otros multiples factores y las limitaciones metodologicas pueden
interferir. Con la premisa de que el organismo vivo tiende de forma evolutiva a tratar de
alcanzar un estado homeostéatico desde el punto de vista bioldgico, aunque este sea en un
contexto de patologia, los hallazgos evidenciados también deben contemplarse como
posibles mecanismos “de adaptacion bioldgica” en el contexto de una condicion
patolégica. Este hecho implicaria que puedan existir alteraciones en los sustratos
neurobioldgicos que precedan y sucedan a un determinado rasgo o fenotipo de
enfermedad. En esta linea, si se presupone la existencia de un sistema eCB hiperactivo en
el TJy la obesidad (con y sin TCA), las concentraciones circulantes de eCBs observadas
podrian responder a una regulacion a la baja del sistema mediada por la desensitizacion
receptorial. En este punto, la evaluacion conjunta de ligandos y actividad receptorial
podria resultar crucial para explorar el entresijo de los mecanismos de compensacion y

contrastar este planteamiento.

210



DISCUSION

Contrariamente a estos trastornos, una de las posibles explicaciones a los resultados
observados en la AN (Estudio 1V) también enlaza con la existencia de un mecanismo
compensatorio intrinseco en el que la AEA tendria un papel principal en el estado de
restriccion calorica, dado su papel como promotor de la ingesta (1000). Esta posibilidad
sostendria la hipétesis inicial acerca de la existencia de un sistema eCB hipoactivo en este
trastorno. No obstante, también se debe tener en cuenta que la hiperactividad fisica de
estas personas podria jugar un papel relevante sobre las concentraciones circulantes de
eCBs. Alternativamente, se plantea la posibilidad de que, a pesar de la ausencia de
diferencias significativas en las concentraciones circulantes de la AEA respecto del grupo
control, el elemento gratificante que se refuerce a nivel bioldgico sea la actividad fisica

y/o la restriccion, frente a la ingesta calérica.

El diferente perfil de AEA y 2-AG, a nivel circulante y en su asociacion con otras
variables (Estudios Il y 1V), podria ser sugestivo de la existencia de diferencias
funcionales entre ambos eCBs en linea con la hipotesis planteada. Una implicacion del 2-
AG mas restringida a la respuesta psicobiologica del liking (1061) podria mediar una
menor movilizacion de este ligando ante la ausencia de exposicion a estimulos
gratificantes (Estudios I11 y V). No obstante, no se puede descartar la influencia de una
mayor sensibilidad de este ligando a las condiciones preanaliticas. Asimismo, la
actuacion en diferentes vias neuroquimicas podria subyacer a la observacion de los
distintos patrones asociativos de AEA y 2-AG con el mismo rasgo o variable psicoldgica.
Todo ello resulta sugestivo de una implicacion distintiva de la AEA y el 2-AG en la
patogenia de trastornos como el TJ y las condiciones clinicas extremas de peso y
alimentacion. En esta linea, la asociacion de la AEA y el IMC (Estudio 1V) podria sugerir
el papel de este sustrato como un potencial indicador de valores de IMC mas extremos a
lo largo del continuum de condiciones clinicas extremas de peso y alimentacion. En estas
personas, el incremento de la AEA podria estar jugando un papel en el refuerzo negativo
asociado a la ingesta mediante una accion multiple sobre la via homeostatica y distintos
mecanismos no homeostaticos de regulacion de la ingesta, como la respuesta emocional
y la motivacional. Precisamente, la asociacion de la AEA con una mayor impulsividad de
rasgo (Estudio I1l) y mayores puntuaciones en FA (Estudio 1V) podrian reforzar una
potencial implicacion de la AEA en la motivacién de la conducta de busqueda de

recompensas como el juego y los alimentos altamente palatables.
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A pesar de que el andlisis genético del sistema eCB no ha formado parte de los objetivos
de esta tesis, podria contribuir a dilucidar varios aspectos como posibles mecanismos
comunes a nivel genético, subyacentes a los hallazgos evidenciados en las
concentraciones circulantes de eCB. Asimismo, podria contribuir a esclarecerse si
representan un rasgo endofenotipico en estos trastornos y su potencial caracter
transdiagndstico En esta linea, podria resultar interesante el estudio genético de la
maquinaria enzimatica del sistema eCB, ya que se han descrito algunos SNP asociados a
una pérdida de funcién en enzimas como la FAAH, que repercutirian en las
concentraciones de los eCB, en el TJ y en las condiciones clinicas extremas de peso y
alimentacion. Estos polimorfismos han sido asociados a aspectos como el craving,
Ilegando a ser esta enzima propuesta como un potencial biomarcador de los episodios de
atracén (1062). En este punto, también seria interesante contemplar la conducta de juego,
el patron de ingesta y la situacién ponderal como potenciales inductores de

modificaciones epigenéticas en este sistema.

De acuerdo con la ultima hipotesis planteada en esta tesis, la inclusion de sustratos
neurobioldgicos en los procesos de agrupacion permitio identificar tres subtipos del TJ
empiricos y mutuamente excluyentes (Estudio V). Comparativamente a los sustratos
neuropsicoldgicos, los sustratos neuroendocrinos tendrian una menor capacidad
discriminativa de la heterogeneidad del trastorno, si bien la leptina seria un indicador de
mayor utilidad que otras hormonas reguladoras de la homeostasis energética (grelina,
LEAP-2 y adiponectina). Curiosamente, esta capacidad seria similar a la de variables
ampliamente usadas en los procedimientos de agrupacién, como son el sexo y la edad. A
nivel fisiopatoldgico, las mayores concentraciones de leptina evidenciadas en el subtipo
“comorbid vulnerable seeker” podrian estar relacionadas con una hiperactivacion del eje
HPA, en un perfil ligado a un elevado malestar emocional y a mayores dificultades en la
regulacién emocional, ademas de a otros factores como el IMC (Estudio V).
Precisamente, el estrés contribuye a una elevacion mantenida de la leptina, pudiendo
derivar en una situacion de resistencia central con el tiempo, asociada a la obesidad. En
este punto, la leptina podria representar un sustrato neuroendocrino potencialmente
asociado al control cognitivo. Asimismo, se plantea la posibilidad de que pudiera existir
un cierto solapamiento y/o sinergia funcional entre la leptina y el LEAP-2 en el

compromiso del componente de impulsividad motora, teniendo en cuenta aspectos como
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su papel antagonico de la grelina, la asociacién previa de sus concentraciones circulantes
con la impulsividad y el hecho de que estas sean marcadamente superiores en el subtipo

“comorbid vulnerable seeker”.

Frente a las sefiales con un perfil anorexigénico (leptinay LEAP-2), la grelina parece no
ser un buen indicador discriminativo de la heterogeneidad del TJ (Estudio V). En este
sentido, la hipdtesis acerca de la asociacion entre un estado de hiperactivacion
grelinérgica y la adiccion (160) podria contribuir a explicar dicho resultado,
constituyéndose como una posible alteracion homogénea en el trastorno. La disfuncién
hipotetizada en la grelina recuerda, en cierto modo, a la que se ha propuesto en relacion
con el sistema eCB (Estudio Ill), siendo sustratos sinérgicos. Precisamente, el
antagonismo funcional con hormonas como la leptina y el LEAP-2 (233) podria llevar a
intuir una implicacion diferencial entre la sefializacion orexigénica y anorexigénica en
este trastorno. Siguiendo esta linea, hasta la fecha, no se han evidenciado concentraciones
de leptina significativamente distintas entre las personas con TJ y controles sanos; y en el
caso del LEAP-2, fueron unas menores concentraciones de esta hormona las que
distinguieron al grupo clinico, siendo predictoras de la presencia del trastorno (160). Todo
ello lleva a sugerir una posible implicacion funcional de la sefializacion orexigénica —
anorexigénica que iria mas alla de su accién sobre la ingesta alimentaria en el TJ. Asi,
podria intuirse una hiperactivacion de la sefializacion orexigénica potencialmente
asociada a la funcion de estos sustratos como promotores de la respuesta psicobiologica
de wanting, contribuyendo a explicar su potencial asociacion con el craving y el
mantenimiento de un patron conductual disfuncional de busqueda de recompensas. Este
hecho también podria guardar relacion con las atribuciones evolutivas asociadas
previamente a la respuesta de wanting y, de una manera distintiva, a sustratos
neuroendocrinos como la grelina (280). Nuevamente, podria ponerse de relieve la
potencial implicacion de ciertos mecanismos neurobioldgicos asociados con una
preponderancia evolutiva, cuya perversion funcional en un marco contextual inadecuado
mediaria su participacion en la fisiopatologia de trastornos como el TJ. Del otro lado, la
sefializacion anorexigénica podria estar desregulada por defecto en estos pacientes, lo que
iria en la linea de los hallazgos evidenciados en LEAP-2 y de una dificultad funcional
para antagonizar a un sistema grelinérgico viciado. Paralelamente, también podrian

representar una via de vulnerabilidad en determinadas personas con el trastorno, que
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secundaria el poder discriminativo de la leptina a la hora de identificar subtipos de TJ
(Estudio V). En esta linea, algunos autores han propuesto la existencia de un estado de
hiperleptinemia asociado a conductas como el FA (162), lo que a mayor escala, podria
traducir una alteracion del umbral anorexigénico y mediar una potencial dificultad para
ejercer como “freno de regulacién” sobre la respuesta hedonica, emocional y la
desinhibicion conductual asociada a la busqueda de recompensas. Precisamente, la
alteracion del umbral anorexigénico asociado a una hiperactividad orexigénica se ha
propuesto con anterioridad como un posible mecanismo mediador de la conducta de
atracon en el TA y la obesidad (139). Todo ello garantiza la necesidad de estudiar sus

potenciales implicaciones en aspectos como los sustratos neuropsicoldgicos.

Alteraciones neuropsicolégicas

Varios de los estudios que forman parte de esta tesis han integrado la evaluacién de
aspectos neuropsicologicos relacionados con la impulsividad y la compulsividad, como
la toma de decisiones, la flexibilidad cognitiva, el control inhibitorio, la atencién y la
memoria de trabajo (Estudios Il y V). Sumado a su implicacién a la hora de definir la
gravedad del TJ (Estudios III), las funciones ejecutivas han demostrado un peso
determinante para identificar subtipos de TJ, subrayando su importancia sobre otras
variables neurobiolégicas (Estudio V). Este hecho sugiere que uno de los aspectos
neurobioldgicos en los que las personas con TJ presentan mayor heterogeneidad es
precisamente en el perfil neuropsicoldgico, siendo este planteamiento relevante ya que se
trata de un hallazgo en muestra clinica representativa de personas con TJ que se
encuentran en busqueda activa de tratamiento especializado para el trastorno. Asimismo,
resulta interesante que la capacidad discriminativa de estos sustratos supere a variables
sociodemograficas como el sexo y la edad, que ya estan siendo tenidas en cuenta a la hora
de elaborar los protocolos de tratamiento para el TJ. En este sentido, se podria pensar que
el sexo y la edad no representarian variables tan deterministas a la hora de diferenciar
clinicamente a las personas con TJ, como lo resultaria su perfil neurocognitivo. Sin
embargo, no se puede obviar que este perfil va a estar influido por la edad, ademas de por
otros factores como el nivel educativo y la capacidad intelectual, la regulacién emocional
o la presencia de psicopatologia afectiva. Asi, la interferencia de estos factores con el

rendimiento neuropsicolégico deberia ser tenida en cuenta para garantizar una evaluacion
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menos sesgada, ya que podria ser un factor condicionante clave de la adherencia, el
abandono y la respuesta al tratamiento. Asimismo, el perfil neurocognitivo revierte
importancia por su potencial identificacion como un fenotipo intermedio en el TJ
(812,1063). En esta linea y dada su relevancia en la identificacion de subtipos (Estudio
V), se plantea si la flexibilidad cognitiva y la inhibicibn motora podrian constituir
endofenotipos asociados al TJ y especificamente, en funcion del subtipo. A la hora de
indagar en su posible correlato a nivel genético, resultados previos han relevado
interesantes asociaciones entre el SNP rs6265 del gen BDNF (Val66Met) y el
funcionamiento ejecutivo (1064,1065), habiendo sido identificado como un SNP
potencialmente asociado a numerosos trastornos neuropsiquiatricos y al perfil
neurocognitivo, incluyendo la adiccion a sustancias (1066,1067). A pesar de que este SNP
no fue preseleccionado en el caso del TJ (Estudio 1), la familia genética de las NTF se
perfila como una interesante diana de estudio a la hora de filiar la naturaleza

endofenotipica de los sustratos neuropsicolégicos en el TJ.

Resulta relevante que el empleo de indicadores neurobioldgicos haya permitido distinguir
perfiles biopsicosociales que se aproximan a las trayectorias de desarrollo de la conducta
de juego descritas en uno de los modelos biopsicosociales de referencia en el
planteamiento de subtipos (331,340) (ver Figura 3); ademas, existe un cierto
solapamiento con otras propuestas realizadas en base a factores como el tipo de juego
(353), el perfil psicopatoldgico y las caracteristicas sociodemogréaficas (355) o el
rendimiento cognitivo (444). Salvando la enorme distancia con el concepto antes referido
del haplotipo, pero tomando la licencia de usarlo por su poder como ejemplo conceptual,
la “tendencia no aleatoria” de diferentes factores (p.e., edad, los rasgos de personalidad,
el tipo de juego, el perfil neuropsicologico, etc.) a asociarse en la conformacion de perfiles
biopsicosociales podria reflejar distintas imagenes caleidoscépicas de la gravedad del
trastorno. No obstante, el mapa mental que se desprende de cada uno de los clusteres
identificados y de su comparativa sugiere posibles mecanismos de vulnerabilidad que de

una manera predominante podrian estar implicados en su caracterizacion clinica.

A nivel neuropsicoldgico, los resultados evidenciados sugieren que estos mecanismos
podrian ser marcadamente distintos entre personas con un peor rendimiento cognitivo,

proponiéndose la existencia de un perfil neurocognitivo mas impulsivo, asociado a una
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afectacion destacada del control inhibitorio (“comorbid vulnerable seeker”), frente a otro
perfil mas compulsivo (“cognitive inflexible”) (Estudio V). En esta linea, el aprendizaje
de habitos podria ser un mecanismo particularmente comprometido en el subtipo
“cognitive inflexible” frente al “comorbid vulnerable seeker”. Esta distincion reviste
importancia porque, globalmente, el subtipo “cognitive inflexible” se caracteriz6 por un
rendimiento neuropsicologico mas pobre, situando a la inflexibilidad cognitiva como un
componente relevante a la hora de definir la gravedad del trastorno, especialmente en este

subtipo.

Por otro lado, un rendimiento neuropsicologico menos disfuncional no deberia llevar a la
creencia de una asociacion con una menor gravedad del TJ. Precisamente, en el subtipo”
younger reward seeker” podria influir sobre factores como la dualidad del juego
estratégico-online, destacando una prevalencia significativamente mayor que en los otros
subtipos y estando asociada a la gravedad del trastorno. Ciertamente, el subtipo” younger
reward seeker” es ilustrativo de un cambio en el perfil prototipico de juego, pudiendo
reflejar como el uso desadaptativo de herramientas relacionadas con el bienestar social
del individuo (como Internet y los dispositivos tecnoldgicos) contribuiria a desestabilizar
el bienestar mental (p.e., adiccion, psicopatologia afectiva, etc.), fisico (p.e.,
sedentarismo, peores habitos alimentarios, etc.) y retroalimentar la pérdida del bienestar
social de la persona (p.e., aislamiento social, absentismo, empeoramiento del rendimiento

académico, etc.), especialmente entre los mas jovenes.
Implicaciones clinicas, sociales e investigadoras

Los estudios que componen la presente tesis doctoral contribuyen a profundizar en el
conocimiento sobre aspectos neurobiologicos en poblaciones clinicas con TJy TCA. De
sus hallazgos se desprenden una serie de implicaciones a nivel clinico, social y de

investigacion.

Desde la perspectiva genética, la identificacion de variantes genéticas potencialmente
asociadas a la presencia del TJ contribuye a reforzar la implicacion de un componente
genético en la patoplastia del trastorno (305). Méas alla de los genes candidatos
tradicionalmente explotados en el TJ (305,520), poner el foco en nuevas dianas genéticas
amplia el campo de exploracion futura de potenciales biomarcadores genéticos en el
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ambito de la adiccidn. En este sentido, la familia NTF desempefia una amplia gama de
funciones en el sistema nervioso y la existencia de anomalias genéticas y neuroendocrinas
han sido estudiadas previamente en otros trastornos psiquiatricos, incluida la adiccion a
sustancias (116,117,125). La inclusion del estudio de haplotipos, de solapamientos con
regiones reguladoras y de la estructura tridimensional de la cromatina podrian resultar de
utilidad para contextualizar entre otros aspectos, las posibles implicaciones de variantes
genéticas no codificantes. Asimismo, los hallazgos encontrados aportan informacion
adicional para la evaluacion de la idoneidad de incluir aspectos genéticos en el disefio de
instrumentos de deteccién precoz de personas con una mayor vulnerabilidad gen-

ambiente para desarrollar un TJ.

La utilizacion de estrategias analiticas alternativas como el analisis de pathways ayuda a
identificar componentes neurobioldgicos (variantes genéticas en genes NTF y eCBs) que
podrian subyacer a la fenomenologia clinica del TJ y de los TCA (cognicion, regulacion
emocional, impulsividad, etc.) y los relaciona con medidas clinicamente relevantes como
la gravedad de dichas entidades psiquiatricas. Estos resultados pueden ser Utiles a la hora
de identificar factores predictores bioldgicos y patrones biopsicosociales asociados a un

curso clinico mas desfavorable.

A pesar de que la obesidad no es un trastorno mental, la inclusion de individuos con
obesidad en uno de los estudios posibilita la exploracién de sustratos neuroendocrinos
desde una perspectiva dimensional, a lo largo del continuum de condiciones clinicas
extremas de peso y alimentacion. Este enfoque no solo refuerza la existencia de
diferencias fenotipicas entre personas con condiciones clinicas de peso y alimentacién
antagonicas, como son la AN y la obesidad, sino a nivel de sustratos neuroendocrinos
como los eCBs. En los individuos con obesidad, estos hallazgos contribuyen a su
caracterizacion en funcién de si tienen o no un TCA comdrbido desde un enfoque
biopsicosocial y respaldan la existencia de subtipos de obesidad. Este hecho subraya la
complejidad de la obesidad mas alla del plano metabdlico y de su repercusion sobre la
salud fisica, haciendo hincapié en la existencia de alteraciones del comportamiento
alimentario con un correlato neuropsicobioldgico y en la necesidad de contemplar el

impacto en el funcionamiento psicosocial de la persona que la padece.
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Precisamente, una comprension mas integradora de las diferentes entidades clinicas desde
esta perspectiva biopsicosocial podria ayudar, entre otros aspectos, a reducir el estigma 'y
la resistencia a la busqueda de tratamiento asociadas a algunos colectivos, como las
mujeres con TJ (72). Este hecho tendria una repercusion en la mejora de la calidad de
vida, pudiendo contribuir a promover aspectos tan importantes de la salud como el

bienestar social.

Asimismo, los resultados derivados de la identificacion de subtipos de individuos con TJ
refuerzan la compleja heterogeneidad de esta condicion, no sélo al analizar caracteristicas
fenotipicas, sino también en cuanto a aspectos neuropsicoldgicos y neuroendocrinos. En
este punto, se han identificado perfiles de individuos con TJ con aspectos diferenciales
desde lo neurobioldgico a lo clinico. Los resultados encontrados también inciden en el
potencial beneficio de incluir pruebas neuropsicolégicas como parte de la evaluacion
integral de individuos con TJ, especialmente, flexibilidad cognitiva (por ejemplo, a través
del Wisconsin Card Sorting Test) y control inhibitorio (por ejemplo, a través del Stroop Color
and Word Test). Aunque la leptina ha demostrado tener un mayor impacto en la distincion
de subtipos frente a otras hormonas reguladoras de la homeostasis energética, su efecto
ha sido modesto. Sumado a la limitada evidencia existente hasta el momento acerca del
rol de estos sustratos en el TJ, no se puede extrapolar a estas variables neuroendocrinas
la recomendacion de cuantificarlas sistematicamente en individuos con TJ con un fin

distinto del propdsito investigador.

Otra potencial implicacion de la investigacion neurobiologica en el TJ podria estar
relacionada con una mejor comprension de los factores que relacionan al TJ con otras
enfermedades psiquiatricas, neuroldgicas y médicas. Dicho esto, el estudio de hormonas
reguladoras de la homeostasis energética ha contribuido a caracterizar el perfil metabolico
en la poblacion clinica con TJ que, al igual que ocurre con el perfil fenotipico, se ha
revelado heterogéneo. En este contexto, algunos resultados relativos a estos sustratos
neuroendocrinos enfatizan la importancia de monitorizar la salud fisica en el &mbito de
la salud mental, describiéndose un potencial vinculo entre sus concentraciones circulantes
y un mayor IMC. Este hecho también se ha observado en los individuos con obesidad,
cony sin TCA. Precisamente, el TJy los TCA se han asociado con un aumento del riesgo
metabdlico, existiendo una mayor prevalencia de entidades metabdlicas comdrbidas
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como la obesidad (868,1068). Asi, se pone de manifiesto la necesidad de incidir en la
promocion del bienestar fisico en estos individuos, por ejemplo, mediante el empleo de
intervenciones psicoeducativas. También se requiere el disefio de programas preventivos
encaminados al cribado sistematico del riesgo metabdlico, garantizando un abordaje

terapéutico integral y multidisciplinar.

Si bien la influencia de la neurociencia sobre las politicas de salud mental sigue siendo
un objetivo en desarrollo en el caso del juego de apuesta y del TJ, algunas lineas
especificas de investigacion estan teniendo implicaciones politicas directas, como la
relacionada con mantener actitudes mas restrictivas hacia el juego de apuesta, la
regulacién del juego online y de la publicidad relativa al juego de apuesta. En este sentido,
la introduccion de indicadores neurobioldgicos también ha posibilitado la distincion de
perfiles fenotipicos de juego. Particularmente, la identificacion de un perfil de individuos
con preferencia por el juego online se solapa con las caracteristicas fenotipicas sugeridas
recientemente por otros autores en la literatura (388,390), reforzando la necesidad de
intensificar las estrategias de prevencion poblacional desde los propios organismos
gubernamentales al ser un perfil especialmente prevalente entre la poblacion mas joven.
Adicionalmente, la diferenciacion de este perfil a partir de la inclusion de indicadores
neurobioldgicos contribuye a plantear cuestiones sobre la existencia de una potencial
heterogeneidad de base bioldgica. Este hecho abre la puerta de estudio a nuevas aristas
que, sin duda, habran de tenerse en cuenta a la hora de planificar estrategias de prevencion

y en las politicas de salud mental.

El estudio de las bases bioldgicas de estos trastornos y su contribucion a la caracterizacion
de perfiles también puede tener un impacto en la compresion de los mecanismos
subyacentes a las terapias existentes de primera linea y conducir a terapias mejoradas o
mejor dirigidas. Ciertamente, algunos de los resultados derivados del estudio de cldsteres
en poblacion clinica con TJ refuerzan la necesidad de adaptar el esquema de tratamiento
psicoterapéutico tradicional. La inclusion de estrategias terapéuticas destinadas a abordar
especificamente ciertos déficits psicologicos y neuropsicologicos, en funcion del perfil
del paciente, podria contribuir a implementar aspectos como la adherencia y la respuesta
al tratamiento. Este hecho podria tener un impacto en el disefio de modelos animales que

profundicen en las bases bioldgicas de los distintos fenotipos, asi como ensayos clinicos
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en los que se incluyan pacientes con especificidad fenotipica, contribuyendo a la eleccién

de intervenciones basadas en la neurobiologia especifica del fenotipo clinico asociado.

Asimismo, los hallazgos descritos en estos estudios pueden ayudar en la identificacion de
potenciales dianas terapéuticas biologicas que tengan un impacto en el disefio de
estrategias de tratamiento psicofarmacoldgico. Este hecho es importante si se tiene en
cuenta que, actualmente, no existe ningun farmaco aprobado oficialmente para el
tratamiento especifico del TJ y que la investigacion sobre dianas bioldgicas en este
trastorno se encuentra en sus albores, por lo que disponer de un mayor conocimiento sobre
la neurobiologia del TJ podria contribuir a este esfuerzo investigador (305). Cabe recordar
que algunos estudios han propuesto al sistema eCB como una potencial diana de
tratamiento de los TCA y la obesidad (1069-1072), describiéndose efectos adversos
psiquiatricos asociados al bloqueo central del CB1R, que han conllevado la retirada del
farmaco rimonabant, usado en obesidad y ensayado en obesidad con TA (1073,1074).
Asi, el estudio del funcionamiento periférico del sistema eCB puede contribuir a sentar
las bases sobre la investigacion de sus potenciales implicaciones terapéuticas (1075) en
estas entidades clinicas y en el TJ, permitiendo amortiguar posibles efectos deletereos de

la accidn central (1076).
Fortalezas

Los estudios que componen la presente tesis doctoral cuentan con algunas fortalezas que

se destacan a continuacion.

En primer lugar, constituyen trabajos de investigacion pioneros en la exploracion de la
familia NTF en el TJ (Estudios | y II); el sistema eCB en el TJ (Estudio Ill) y en el
conjunto del continuum de condiciones clinicas extremas de peso y alimentacion (Estudio
IV); asi como en la inclusion de variables neuroendocrinas en la identificacion de subtipos
diferenciados, en el caso del TJ (Estudio V). Todos ellos cuentan con la colaboracion de
otros centros de investigacion y autores nacionales e internacionales con una extensa
trayectoria y dilatada experiencia en el estudio de estos trastornos y de sus aspectos

neurobioldgicos.
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Otra fortaleza de estos trabajos radica en la inclusion de muestra clinica con un
diagndstico clinico formal de TJ (Estudios I, 11, 111y V) o condiciones clinicas extremas
de peso y alimentacion (Estudio 1V). La frecuencia de mujeres en los estudios relativos
al TJ concuerda con las estimaciones de prevalencia en muestras clinicas de individuos
que buscan tratamiento para el trastorno y su inclusion en los estudios aumenta la validez
ecologica de los mismos (Estudios I, 11, 111 y V). También cabe destacar la presencia de
un grupo control en algunos de los trabajos, que refuerza la capacidad discriminativa de
los hallazgos entre poblacion clinica y general (Estudios I, 111, 1V).

Los participantes de los distintos estudios se encuentran ampliamente caracterizados
desde una perspectiva multifacética, que garantiza la evaluacion de un amplio abanico de
variables sociodemograficas, clinicas y psicoldgicas. En esta linea, la inclusion de
evaluaciones fenotipicas minuciosas (diagnosticas, conductuales y autorreportadas)
pueden ser Utiles para entender como las diferencias individuales pueden relacionarse con
las medidas bioldgicas subyacentes a una entidad clinica. Desde la perspectiva genética,
también se ha incluido un extenso analisis genético de variantes de genes de la familia
NTF (Estudios I). Resulta importante mencionar el tamafio relativamente grande de la
muestra en los estudios relativos a variables neuroendocrinas (Estudios Il al V).
Particularmente, resulta significativa la adecuacion del tamafio muestral para los tres
subgrupos latentes identificados en el andlisis de clusteres, sugestivo de que los
conglomerados cubren adecuadamente la varianza de las diferencias individuales que se
producen de forma natural. Esto favorece que la probabilidad de que se formen pequefios

grupos extremos se reduzca al minimo (Estudio V).

En la evaluacion de los participantes, se ha empleado una bateria de cuestionarios
estandarizados, ampliamente utilizados y que presentan buenas propiedades
psicométricas, tanto en sus versiones originales como en la adaptada al espafiol, asi como
en la muestra explorada en cada uno de los estudios que componen esta tesis doctoral
(Estudios | al V). La recogida de las variables neuropsicoldgicas se ha llevado a cabo
mediante una exploracion neuropsicologica protocolizada, conformada por instrumentos
de medida validados, supervisada por un neuropsicologo y con una duracion media de
50-60 minutos, equivalente a una exploracion neuropsicoldgica estandar. Esta evaluacion

precede a la extraccion de la muestra biolégica para el analisis de variables
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neuroendocrinas, con el fin de minimizar un posible efecto sobre sus concentraciones
circulantes. La administracion de las distintas pruebas tiene un order prestablecido, de tal
manera que se realizan primero las que requieren una mayor atencion, con el fin de
atenuar el posible sesgo causado por el efecto de la fatiga a lo largo de la evaluacion
(Estudios Il 'y V). Asimismo, la recogida de muestras sanguineas para el analisis de
variables neuroendocrinas se ha realizado de manera protocolizada por personal de
enfermeria, garantizando condiciones de ayuno (tras ayuno nocturno de entre 8-12 horas)
en todos los participantes incluidos. La medicacion de estas variables se ha realizado de

acuerdo con métodos validados de medida (Estudios 111 al V).

De acuerdo con las hipotesis y objetivos propuestos, resulta interesante destacar la
incorporacion de dos tipos de analisis estadisticos. Por un lado, el analisis mediante
modelos de ecuaciones estructurales, que constituye una poderosa herramienta para
modelar interacciones complejas entre factores de riesgo y considerar los vinculos
directos e indirectos entre un amplio conjunto de variables biopsicosociales (Estudios Il
al 1V). Por otro lado, el andlisis de conglomerados cuyo procedimiento de agrupacién
para identificar grupos empiricos latentes se baso en un relativamente amplio conjunto de
predictores. Este analisis no requiere supuestos a priori sobre los perfiles subyacentes en
la muestra y, por tanto, permite identificar empiricamente la covariacién sistematica de
mualtiples variables que contribuyen a la varianza interindividual en la conducta de juego
(Estudio V). Por ultimo, en el andlisis de resultados se contemplaron variables de ajuste
con el fin de controlar potenciales factores de confusion como la edad, el sexo y el IMC,
incluyendo el nivel educativo en el caso de variables neuropsicolégicas (Estudios 11 al
V).

Limitaciones

A pesar de las fortalezas anteriormente descritas, deben tenerse en cuenta una serie de
limitaciones a la hora de interpretar los resultados de los trabajos de investigacion

incluidos.

Si bien los hallazgos de estos trabajos tienen un caracter novedoso, la ausencia de estudios
previos y la naturaleza exploratoria de estas investigaciones aportan resultados

preliminares que deben interpretarse con cautela y que precisan ser replicados en estudios
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futuros (Estudios | al V). En esta linea, un modesto tamafio muestral, sobre todo, en lo
gue concierne a la exploracion de aspectos genéticos puede limitar la potencia obtenida
en algunas comparaciones y, por ende, dificultar el hallazgo de efectos que tengan

relevancia desde el punto de vista de la practica clinica (Estudio I).

La muestra clinica de los distintos estudios esta conformada por participantes en busqueda
activa de tratamiento que consultan en una unidad especializada, lo que puede limitar la
representatividad y generalizacion de los resultados (Estudios | al V). Esta limitacion
también se ve reflejada en la inclusion de muestras exclusivamente conformadas por
mujeres en la exploracion del continuum de condiciones clinicas extremas de peso y
alimentacion (Estudio IV) o en una sobrerrepresentacion de varones en los trabajos

realizados en el TJ (Estudios I, II, 111 y V).

Otra limitacion que se debe mencionar es la potencial presencia de sesgos interpretativos
y de memoria asociados a una exploracion psicométrica autorreportada (Estudios I al V).
Asimismo, la cuantificacion de las variables neuroendocrinas ocurre en condiciones
basales sin exposicion a estimulos, lo que podria limitar la exploracién de la variabilidad

en las concentraciones de estos sustratos ante distintas condiciones (Estudios I11'y 1V).

Un disefio de estudio transversal también puede limitar una exploracién mas ajustada del
funcionamiento de estos sustratos, asi como de potenciales relaciones causales y del
impacto sobre el pronostico y la respuesta al tratamiento (Estudios I al V). Asimismo, si
bien algunos componentes del sistema eCB se han explorado en algunos de los trastornos
del especto impulsivo-compulsivo (Estudios 111 y 1V), la ausencia de una inclusion de
muestra clinica de TJ y de condiciones clinicas extremas de peso en un mismo estudio
limita la exploracion del comportamiento de sustratos neuroendocrinos como los eCBs

desde una perspectiva dimensional.

Aunque el analisis de factores neuroendocrinos a nivel periférico (circulante o
plasmatico) apunta posibles alteraciones en el funcionamiento de los sistemas
neuroendocrinos explorados, ciertamente, no se puede establecer con exactitud el
correlato funcional de estos hallazgos a nivel cerebral ni en otros tejidos distintos del

hematopoyético (Estudios 111 al V).
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Por ultimo, los resultados de estos estudios adolecen de una falta de control de potenciales
factores de confusion adicionales como la toma de medicacion, la ritmicidad circadiana
(1077), el efecto de las hormonas sexuales (1078), el consumo de algunas sustancias, etc.
(Estudios 111y 1V). Particularmente, en el estudio dedicado al continuum de condiciones
clinicas extremas de peso y alimentacion, tampoco se explord el efecto de las conductas
de purga o la hiperactividad fisica sobre las concentraciones de endocannabinoides
(1033,1034,1079) (Estudio 1V).

Futuras lineas de investigacion

Las potenciales implicaciones que se derivan de los hallazgos descritos en el compendio
de articulos que conforman la presente tesis doctoral, sumadas a la no menos importante
identificacion de limitaciones existentes, ponen de manifiesto la necesidad de plantear

una serie de perspectivas de investigacion futuras.

Desde el punto de vista de aspectos genéticos, se precisan estudios longitudinales y de
mayor tamafio muestral, que incorporen analisis funcionales adicionales incluyendo una
amplia gama de variantes genéticas, con el fin de tener una mejor comprension del
impacto biologico que los genes NTF puedan tener sobre la presencia y gravedad del TJ.
Aunque varios estudios apuntan una contribucion de los factores genéticos a los fenotipos
relacionados con la adiccion, la realidad es que se han identificado pocos genes
significativamente asociados a los trastornos adictivos. Por lo tanto, también es necesario
considerar alteraciones adicionales que expliquen estas asociaciones genéticas. Una
posibilidad podrian ser las alteraciones epigenéticas que reflejan la influencia de cambios
ambientales sobre el mapa genético del individuo. A diferencia de los SNP, las marcas
epigenéticas son susceptibles de modificarse. Por ello, conocer los factores que
intervienen en modificaciones epigenéticas como la metilacion del ADN y la regulacién
por microARN puede ser determinante para la prevencion y el tratamiento de un trastorno
(1056). En el campo de la adiccion, los cambios epigenéticos han sido explorados, sobre
todo, en genes candidatos empelando modelos animales (1080) y muy escasamente en
relacion con el TJ (1081-1083).

Desde la perspectiva neuroendocrina, se requieren futuros estudios en humanos con un

disefio longitudinal que repliquen los resultados descritos en estos estudios pioneros, pero

224



DISCUSION

preliminares, relativos a eCBs, hormonas gastricas y adipocitoquinas. Estos estudios
podrian contribuir a la identificacion de atribuciones causales y posibles factores de riesgo
dentro de las agrupaciones empiricas, obteniéndose pruebas de su validez predictiva
relativas al prondstico y tratamiento en el TJ y a lo largo del continuum de condiciones

clinicas extremas de peso y alimentacion.

En esta linea, nuevos estudios deberan profundizar en la exploracion de la asociacion
entre estos sustratos genéticos y neuroendocrinos y distintas variables sociodemograficas,
clinicas, psicolégicas y neuropsicolégicas a la hora de definir patrones de interaccion
asociados a la presencia y gravedad de las distintas condiciones clinicas. A modo de
ejemplo, uno de los factores asociados a la presencia y gravedad del TJ es la existencia
de eventos traumaticos estresores, cuya confluencia con el trastorno se ha visto influida
por factores genéticos y ambientales (1084), siendo ademas un factor que podria
participar en los cambios epigenéticos (1085). Asimismo, una investigacion futura que
incluya variables adicionales (por ejemplo, psicolégicas) como parte de analisis de
conglomerados junto con variables endocrinas aumentaria la validez interna del estudio
a la hora de definir subtipos de TJ, permitiendo ademéas comparar el peso de las diferentes

variables neurobioldgicas y fenotipicas en la discriminacion de estos.

Sin duda, también se debe hacer énfasis en la exploracion del correlato funcional cerebral
de los hallazgos descritos en los sustratos neuroendocrinos a nivel periférico, existiendo
una falta de estudios tanto en modelos animales como humanos (632). La integracion de
la informacion procedente del estudio de factores neuroendocrinos y los resultados
clinicos con ambitos como la neuroimagen funcional se encuentra en fases incipientes en
estos trastornos. Sin embargo, la incorporacién de técnicas como la RMN y la PET en
estudios humanos han arrojado resultados prometedores y permiten vislumbrar futuras
lineas de investigacion (439,1037,1086). En este sentido, profundizar en el estudio del
eje gastro-vago-cerebral puede arrojar nuevos indicios acerca de la modulacién sobre
funciones centrales superiores que intervienen en la patoplastia del TJy del continuum de

condiciones clinicas extremas de peso y alimentacion (243).

En el caso del sistema eCB, resultaria particularmente interesante examinar el potencial
papel de receptores cannabinoides como CB2R, debido a sus altas concentraciones en
tejidos periféricos incluido el sistema hematoldgico y a su participacion en la
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permeabilidad de la barrera hematoencefalica (147,1018). Asimismo, la ampliacion del
estudio a otros ligandos del sistema eCB (p.e., OEA y PEA), dianas receptoriales no
cannabinoides (p.e., TRPV1y PPAR) y vias metabdlicas alternativas (p.e., via COX-2)
podria facilitar la comprensién de las implicaciones del sistema eCB en el contexto del
eje gastro-vago-cerebral, asi como del endocannabinoidoma en condiciones fisioldgicas
y patoldgicas. De hecho, el uso de componentes como el PEA se han barajado como una

posible estrategia terapéeutica en trastornos como la AN (1075).

La inclusion de un disefio experimental que incorpore la exposicién a estimulos, la
exploraciéon del comportamiento de estos sustratos en diferentes condiciones (como
ayuno y estado postprandial), la homogenizacion de métodos de medida, asi como el
control sobre las condiciones analiticas y potenciales variables de confusién, como la
ritmicidad circadiana o las hormonas sexuales, debe garantizarse en futuros estudios
(439,588,1077,1087).

Finalmente, la investigacion en poblacion general y aquellos estudios que incluyan
muestras clinicas de diferentes condiciones patoldgicas seria muy interesante para
profundizar en la transversalidad de la caracterizacion neurobiologica, identificar
sustratos neurobiolégicos compartidos que puedan subyacer a aspectos clinicos
transdiagndsticos y, por ende, constituir potenciales dianas bioldgicas de tratamiento
comunes a varias entidades clinicas. En esta linea, seria necesario potenciar la
investigacion traslacional en trastornos como el TJ y en el continuum de condiciones
clinicas extremas de peso y alimentacion con el fin de vehiculizar los hallazgos de la
investigacién basica y clinica relativos a la familia NTF, al sistema eCB, al sistema
grelinérgico y a las adipocitoquinas en la préctica clinica (299,439). En la misma linea,
profundizar en el conocimiento integrado de los mecanismos neuroquimicos, anatémico-
funcionales y procesuales subyacentes a la implicacién funcional de los distintos sustratos
neurobioldgicos en una o varias condiciones clinicas podria guiar la investigacion

neurofarmacologica.
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The following conclusions can be drawn from the results presented in this thesis:

1) From a genetic perspective, the allelic frequency of genetic variants in the
neurotrophin family’s genes differs between individuals with and without gambling
disorder, being some of these variants potentially associated with the presence of the
disorder. This fact may reinforce the involvement of genetics in the pathogenesis of
gambling disorder, further suggesting the existence of underlying alterations in the

crosstalk signalling pathways of this family.

2) The complex interactions between some genetic variants within the neurotrophin
family’s genes and clinical variables contribute to define patterns linked to increased
likelihood of more severe gambling disorder, thus providing some additional insight into

the potential biopsychosocial mechanisms involved in the severity of the disorder.

3) From a neuroendocrine perspective, individuals with and without gambling disorder
also show differences in baseline circulating endocannabinoid concentrations, which
could suggest the existence of peripheral anomalies in the functioning of the

endocannabinoid system in gambling disorder.

4) Higher baseline anandamide concentrations appear to differentiate between
individuals with and without the disorder, which might point to functional differences
between anandamide and 2-araquidonoylglycerol.

5) The association between increased anandamide, but decreased 2-araquidonoylglycerol
concentrations, and higher novelty-seeking conforms a pathway linked to increased
likelihood of more severe gambling disorder, which may shed light on other possible
neurobiological mechanisms contributing to the severity of the disorder.

6) Peripheral endocannabinoids appear to be altered in the context of eating and weight-
disturbed conditions, further reinforcing the notion of functional differences between both

endocannabinoids.

7) Higher baseline anandamide concentrations distinguish individuals with obesity, with
and without an eating disorder, from those with anorexia nervosa or in normal weight
without an eating disorder. This suggests the existence of a hyperactive endocannabinoid

system in the former conditions.

229



CONCLUSIONES

8) Among individuals with obesity, some differential associations between anandamide
and clinical variables lead to identify individuals with and without an eating disorder.
Nonetheless, increased anandamide levels in the latter delineate a biopsychological

pathway more similar to that found in individuals with both clinical conditions.

9) A common associative pathway between increased anandamide and higher emotion
dysregulation and general psychopathology may not only reinforce a role for this
endocannabinoid in emotional and affective regulation, but also the existence of shared

vulnerability patterns between eating disorders and obesity.

10) Anandamide is predominantly associated with more extreme body mass index among
individuals with eating disorders and obesity (i.e., lower body mass index in anorexia
nervosa, but higher in obesity with and without an eating disorder), which could denote a

link with the severity of these clinical conditions.

11) The interplay between increased 2-araquidonoylglycerol, higher general
psychopathology, and lower body mass index could involve an alternative severity

pathway, particularly, among those individuals with anorexia nervosa.

12) Neuroendocrine factors regulating energy homeostasis allow the identification of
distinct subtypes in gambling disorder, together with some neuropsychological and
sociodemographic variables. These data confirm the heterogeneous nature of the disorder

and underline the role of neurobiological traits in distinguishing clinical profiles.

13) Neuropsychological variables seem to be highly discriminative of these profiles,
confirming the existence of two distinctive subtypes among individuals with a high
cognitive impairment: those with a poorer cognitive flexibility and others with a
predominant poor inhibitory control. Likewise, findings support a match between the
large subtype with low cognitive impairment and the more recently identified online

gambling profile.

14) Leptin has a modest effect on differentiating subgroups in gambling disorder,
although it is stronger than ghrelin, liver expressed antimicrobial peptide-2 and
adiponectin. The identification of a profile characterised by the poorest inhibitory control
and the highest leptin concentrations, with a higher prevalence of food addiction,
additionally to high emotion dysregulation, general psychopathology, and body mass

index leads to speculate whether leptin may play a role as a common neurobiological
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substrate behind some phenomenological core features and metabolic risk in gambling
disorder.

15) The results derived from this thesis contribute to a deeper and more comprehensive
biopsychosocial characterisation of gambling and eating disorders based on
neurobiological features. Although these insights must be interpreted with caution due to
their preliminary and exploratory nature, and further research is needed, they could

ultimately inform diagnostic, preventive, and therapeutic approaches.
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