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XI. RESUMEN DE LA TESIS

Introduccion

El trastorno obsesivo-compulsivo (TOC) es un trastorno mental
comun, habitualmente crénico y de larga duracion, caracterizado por
la presencia de obsesiones y/o compulsiones. Aunque los sintomas
obsesivo-compulsivos (OC) son una caracteristica distintiva del TOC,
los pensamientos intrusivos y los comportamientos repetitivos son
comunes en la poblacion general, con sintomas clinicamente
relevantes en el 21,7 % de la poblacion. Estudios recientes sugieren
que podria existir un fenotipo continuo de los sintomas OC, siendo el
TOC una manifestacion mas severa de estos. Aunque la etiopatogenia
del TOC es desconocida, se considera que el eje hipotalamico-
pituitario-adrenal (HPA), el principal sistema de respuesta al estrés
del organismo, y/o algunos de sus componentes, contribuyen a la
fisiopatologia de este trastorno. Eventos vitales estresantes vy
desregulaciones en la actividad del eje HPA parecen tener un papel
relevante en la patogénesis del TOC y otros trastornos de ansiedad.
Estudios previos no han estudiado el rol del eje HPA en la expresion

clinica de los sintomas OC.
Hipotesis

Dado que existen diferencias de sexo en la presentacion de los
sintomas OC y en la actividad del eje HPA, la actividad del eje HPA
podria modular la expresidon clinica de los sintomas OC tanto en la

poblacién general como en los pacientes con TOC.
Objetivos

Estudiar el rol del eje HPA en la expresién clinica de los sintomas OC
en una muestra no clinica extraida de la poblacion y en una muestra
clinica de pacientes con TOC, explorando si existen diferencias de

sexo en estas relaciones.



Material y métodos

La muestra del primer estudio consistié en 183 adultos reclutados de
la poblacion general sin patologia psiquiatrica (80 hombres, 103
mujeres, con una media de edad de 41,3 £ 17,9 afios). Los sintomas
OC se evaluaron mediante el Obsessive-Compulsive Inventory-
Revised (OCI-R). Se calcularon tres medidas del eje HPA, la
respuesta del cortisol al despertar (CAR) la pendiente diurna de
cortisol (FTP), y la ratio de supresion de cortisol después de la
administracion de dexametasona (DSTR). Se realizaron analisis de
regresion multiple para explorar la asociacién entre los sintomas OC y
las medidas del eje HPA ajustando por covariables de interés

(potenciales factores confusores o moderadores).

La muestra clinica del segundo estudio consistié en 57 pacientes con
TOC y 98 sujetos sanos. Se evaluaron los sintomas TOC actuales y a
lo largo de la vida mediante la Escala Obsesivo-Compulsiva de Yale-
Brown Dimensional (DY-BOCS). Se evaluaron dos medidas de la
actividad del eje HPA: la pendiente diurna de cortisol calculada
mediante dos férmulas diferentes [una calculada entre los niveles de
cortisol de la muestra adquirida el despertar y las 11 p.m. (AWE); vy
otra (FTP) entre las 10 a.m. y las 11 p.m.] y el DSTR. Se llevaron a
cabo analisis de regresién multiple para explorar la contribucion de
las dimensiones sintomaticas del TOC a cada medida del eje HPA,
ajustando por edad, sexo, indice de masa corporal (IMC),

tabaquismo, ansiedad rasgo y los sintomas depresivos.
Resultados

En ambos estudios se encontrd una asociacion sexo-especifica entre
los sintomas de orden/simetria y la pendiente diurna de cortisol, con
una asociacion positiva en hombres (pendiente aplanada) y una
asociacion inversa en mujeres (pendiente pronunciada). Dado que se

incluyeron covariables como la edad, el IMC, el tabaquismo o la



ansiedad rasgo, estos hallazgos sugieren un efecto independiente del
eje HPA en la expresién clinica del TOC. El hecho de hallar la misma
asociacion sexo-especifica, tanto en la poblacion general como en
pacientes con diagndstico clinico de TOC, sugiere que el patron de
secrecion diurna de cortisol podria ser considerado un biomarcador de
rasgo especifico en relacién a una dimensién sintomatica de TOC

concreta (orden/simetria).
Conclusiones

Existen diferencias de sexo en la asociacion entre los sintomas OC en

individuos sanos y entre los subtipos de TOC y la actividad del eje
HPA.
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Introducciéon

1.1. Definicion del Trastorno obsesivo-

compulsivo

El trastorno obsesivo-compulsivo (TOC) es un trastorno mental
comun, habitualmente crénico y de larga duracion que interfiere con
todos los aspectos de la vida de un individuo. Se caracteriza por la
presencia de obsesiones y/o compulsiones. Las obsesiones son
pensamientos repetitivos y persistentes, imagenes y/o impulsos que
son intrusivos y no deseados y que se relacionan comunmente con
ansiedad. Las compulsiones son comportamientos repetitivos o actos
mentales que el individuo se siente llevado a realizar en respuesta a
una obsesion. Aunque las compulsiones pueden proporcionar un alivio
temporal, en realidad refuerzan la obsesidn y mantienen el ciclo

obsesivo-compulsivo (1) (Figura 1).

Pensamiento
obsesivo

/ \

Alivio temporal Ansiedad

\ /

Comportamiento
compulsivo

Figura 1. Esquema del ciclo obsesivo-compulsivo. En el trastorno obsesivo-
compulsivo (TOC), la aparicién de un pensamiento obsesivo intrusivo lleva a una
situacién de ansiedad, que mediante la ejecucion de un comportamiento compulsivo
produce un alivio temporal. Pero, al cabo de un tiempo, este pensamiento obsesivo
vuelve a aparecer, repitiéndose el ciclo (figura original).
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Los pensamientos intrusivos y los comportamientos repetitivos son
comunes en la poblacion general (como pensamientos sobre herirse a
uno mismo o a los demas, o comprobar dos veces la cerradura de
una puerta), con sintomas clinicamente relevantes en
aproximadamente el 21,7 % de la poblacion general (2). Lo que
diferenciara principalmente el TOC de la salud mental normal es la
gravedad, la duracion y el impacto en la vida cotidiana de las
personas que lo padecen. Un aspecto relevante es que las
compulsiones en el TOC no son inherentemente placenteras, sino que

alivian la ansiedad generada por las obsesiones (3).

Los pacientes pueden llegar a evitar situaciones que les resulten
incomodas para, de alguna forma, evitar el detonante de las
obsesiones y/o las compulsiones, llevando a una disminucion de la
interaccion social y a una peor calidad de vida. Dado que el TOC
puede obstaculizar el crecimiento y el desarrollo social de la persona,
la OMS incluy6 el TOC entre las diez afecciones mas incapacitantes
por pérdidas econdmicas y la disminucion de la calidad de vida que

conlleva (4).

1.2. Prevalencia y comorbilidad del TOC

Aungue el TOC se creyd ser una enfermedad muy rara, estudios
recientes han demostrado que se trata de uno de los trastornos
mentales mas prevalentes. Se estima que la prevalencia a lo largo de
la vida es de entre el 2 y el 3 %, aunque estas cifras varian en
funcién de la regidén considerada (5). La edad media de inicio se situa
a los 19,5 afnos y aproximadamente un 50 % de los casos de TOC
tienen el inicio de los sintomas en la infancia y la adolescencia (6). Es
remarcable mencionar que no es habitual que el TOC se manifieste

inicialmente por encima de los 40 anos (6,7).
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Ademads, el TOC se caracteriza por una comorbilidad sustancial.
Segun la National Comorbidity Survey Replication (NCS-R),
aproximadamente el 90 % de los pacientes con TOC cumplieron con
los criterios de diagndstico para otro trastorno mental a lo largo de la
vida, segun criterios del DSM-IV (Manual diagndstico y Estadistico de
los Trastornos Mentales, 42 ediciéon de la Asociacion Americana de
Psiquiatria, APA) (6). Las comorbilidades mas comunes fueron
trastornos de ansiedad, trastornos del estado de &nimo, trastornos
del control de impulsos y trastornos del uso de sustancias, asi como
trastornos de tics y otros desoérdenes relacionados con el TOC. En el
79,2 % de los casos, el TOC comenzd después de un trastorno de la
ansiedad, mientras que fue aproximadamente igual de probable que
empezara antes o después de un trastorno del estado de animo. Una
de las conclusiones de la NCS-R fue que el TOC sigue siendo una
condicion infradiagnosticada y subtratada, con solo una minoria de
los casos severos (el 30,9 %) que acceden a un tratamiento

especifico para el TOC (6).

1.3. Aspectos clinicos y dimensiones

sintomaticas del TOC

Tanto los criterios del DSM-5 (Manual diagndstico y Estadistico de los
Trastornos Mentales, 52 edicion de la APA) (8) como del CIE-11
(Clasificacion Internacional de Enfermedades, 11.a revisidon) (9)
enfatizan que el TOC se caracteriza por la presencia de obsesiones
y/o compulsiones. El diagndstico del TOC requiere que las obsesiones
y compulsiones estén asociadas con una angustia clinicamente
significativa o un impedimento funcional, lo que es importante dado
que los pensamientos intrusivos y los comportamientos repetitivos
son comunes, ya que los rituales son una parte normal del desarrollo.

Las obsesiones y las compulsiones no pueden ser una manifestacion
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de otro trastorno mental, ni atribuibles a los efectos psicoldgicos de
una sustancia (como un farmaco o agente psicoactivo) u otra
condicion médica. En un individuo en particular, las obsesiones y las
compulsiones tienden a ser estables, aunque puede ocurrir cualquier
cambio dentro de las dimensiones de los sintomas (10). En la Tabla 1

se recogen los criterios diagndsticos del TOC segun el DSM-5.

Las obsesiones y compulsiones, es decir, los sintomas obsesivo-
compulsivos (0C), pueden clasificarse en varios subtipos o
dimensiones generales (11-13) incluyendo [1] responsabilidad/miedo
al dafio, con obsesiones sobre agredir o causar dafio y compulsiones
de comprobacion, [2] tabu, con obsesiones violentas, agresivas,
sexuales o religiosas y compulsiones para la busqueda de seguridad,
la evasion, o la comprobacién de dafos, [3] orden/simetria, con
obsesiones sobre la simetria y el orden o de cdmo hacerlo y
compulsiones como ordenar, arreglar, repetir o contar, y [4]
contaminaciéon, con obsesiones sobre la suciedad o los gérmenes u
otros posibles contaminantes, y compulsiones de limpieza (ya sea
lavando, duchandose o limpiando). En algunos pacientes también
pueden encontrarse sintomas de acumulacién, y de hecho esta
dimensidén se incluye en la mayoria de instrumentos de evaluacion de
los sintomas OC (14,15), aunque actualmente el trastorno por
acumulacion (hoarding disorder) es considerado como un trastorno
diferenciado del TOC (9). Cada dimensién puede variar en intensidad
y duracion, y es posible que un paciente experimente sintomas de
mas de una dimension de forma simultanea. Se ha hipotetizado que
cada dimensidén de los sintomas OC podria estar asociada a una serie
de mecanismos subyacentes, tanto bioldgicos como psicoldgicos
(16,17).

Es importante destacar que aunque los sintomas OC son una
caracteristica distintiva del TOC, estos sintomas no son exclusivos de

este trastorno, sino que son relativamente comunes en la poblacién
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general adulta. Entre un 13 y un 38 % de los adultos experimentan
sintomas OC, aunque, como se ha comentado anteriormente, solo
entre un 2 y un 3 % cumplen los criterios para un diagndstico normal
de TOC. Aunqgue la mayoria de los individuos que experimentan
sintomas OC solo experimentan uno o unos pocos sintomas OC y
nunca desarrollaran un impedimento o una ansiedad de forma
significativa, aproximadamente un 10-20 % cumplen los criterios de
lo que podria ser considerados sintomas por debajo del umbral
clinicamente relevante o subclinicos (2). Esto es, estos individuos
experimentan mas que sintomas OC ocasionales y una angustia
moderada asociada a ellos, pero sus sintomas no se alzan al nivel de
severidad para ser considerados clinicamente significativos. Asi, un
diagndstico clinico de TOC puede representar una manifestacion mas
severa de un fenotipo mucho mas continuo y dimensional que
solamente el discernir si una persona sufre o no el trastorno

categdricamente.

Existen diferencias de sexo en la manifestacién clinica del TOC. Se ha
observado que en las mujeres, los eventos vitales estresantes estan
asociados con un inicio mas tardio del trastorno, asi como una mayor
presencia de sintomas de contaminacidon/limpieza y una menor
presencia de sintomas de acumulacién (18). Asimismo, el sexo
también desempefia un papel en las dimensiones sintomaticas del
TOC, donde las mujeres tienden a exhibir una mayor manifestacién
de sintomas de contaminacidén/limpieza y una menor presencia de
sintomas sexuales/religiosos en comparacion con los hombres (19).
Ademas, se han observado diferencias en el rendimiento cognitivo, ya
que las mujeres con TOC no presentan diferencias significativas en
comparacién con las mujeres sin el trastorno, mientras que los
hombres con TOC muestran un rendimiento inferior en tareas de

memoria no verbal (20).
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Tabla 1. Criterios diagndsticos DSM-5 para el TOC. Adaptado de (8).

A. Presencia de obsesiones, compulsiones o ambas:
Las obsesiones se definen por [1] vy [2]:

1. Pensamientos, impulsos o imagenes recurrentes y persistentes que se
experimentan, en algin momento durante el trastorno, como intrusas o no
deseadas, y que en la mayoria de los sujetos causan ansiedad o malestar
importante.

2. El sujeto intenta ignorar o suprimir estos pensamientos, impulsos o imagenes, o
neutralizarlos con algun otro pensamiento o acto (es decir, realizando una
compulsion).

Las compulsiones se definen por [1] vy [2]:

1. Comportamientos (p. ej., lavarse las manos, ordenar, comprobar las cosas) o
actos mentales (p. ej., rezar, contar, repetir palabras en silencio) repetitivos que
el sujeto realiza como respuesta a una obsesidn o de acuerdo con reglas que ha de
aplicar de manera rigida.

2. El objetivo de los comportamientos o actos mentales es prevenir o disminuir la
ansiedad o el malestar, o evitar algun suceso o situacion temida; sin embargo,
estos comportamientos o actos mentales no estan conectados de una manera
realista con los destinados a neutralizar o prevenir, o bien resultan claramente
excesivos.

Nota: Los nifios de corta edad pueden no ser capaces de articular los objetivos de estos
comportamientos o actos mentales.

B. Las obsesiones o compulsiones requieren mucho tiempo (p. €j., ocupan mas de una
hora diaria) o causan malestar clinicamente significativo o deterioro en lo social, laboral u
otras areas importantes del funcionamiento.

C. Los sintomas obsesivo-compulsivos no se pueden atribuir a los efectos fisioldgicos
de una sustancia (p. €j., una droga, un medicamento) o a otra afeccion médica.

D. La alteracién no se explica mejor por los sintomas de otro trastorno mental (p. €j.,
preocupaciones excesivas, como en el trastorno de ansiedad generalizada; preocupacion
por el aspecto, como en el trastorno dismérfico corporal; dificultad de deshacerse o
renunciar a las posesiones, como en el trastorno de acumulacién; arrancarse el pelo,
como en la tricotilomania [trastorno de arrancarse el pelo]; rascarse la piel, como en el
trastorno de excoriacién [rascarse la piel]; estereotipias, como en el trastorno de
movimientos estereotipados; comportamiento alimentario ritualizado, como en los
trastornos alimentarios; problemas con sustancias o con el juego, como en los trastornos
relacionados con sustancias y trastornos adictivos; preocupacion por padecer una
enfermedad, como en el trastorno de ansiedad por enfermedad; impulsos o fantasias
sexuales, como en los trastornos parafilicos; impulsos, como en los trastornos
perturbadores, del control de los impulsos y de la conducta; rumiaciones de culpa, como
en el trastorno de depresion mayor; insercion de pensamientos o delirios, como en la
esquizofrenia y otros trastornos psicéticos; o patrones de comportamiento repetitivo,
como en los trastornos del espectro del autismo).

Especificar si:

— Con introspecciéon buena o aceptable: El sujeto reconoce que las creencias del
trastorno obsesivo-compulsivo son claramente o probablemente no ciertas o que
pueden ser ciertas o no.

— Con poca introspeccion: El sujeto reconoce que las creencias del trastorno
obsesivo-compulsivo son claramente o probablemente no ciertas o que pueden ser
ciertas o no.

— Con ausencia de introspeccion/con creencias delirantes: El sujeto esta
completamente convencido de que las creencias del trastorno obsesivo-compulsivo
son ciertas.

Especificar si:
— El sujeto tiene una historia reciente o antigua de un trastorno de tics.
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1.4. Etiopatogenia del TOC

La etiopatogenia del TOC es principalmente desconocida, si bien se
acepta que es un trastorno heterogéneo y complejo, que implica
interacciones entre factores genéticos y ambientales. Las obsesiones
pueden ser conceptualizadas como un estimulo nocivo al cual el
individuo falla a habituarse, llevando a un rango de comportamientos
neutralizantes (compulsiones) que sirven para mantener esas
interpretaciones y los pensamientos, y que existen déficits en los

mecanismos que son centrales para la extincidn del aprendizaje (1).
1.4.1. Implicacion de circuitos cerebrales

Las alteraciones en el procesamiento cognitivo y afectivo en los
pacientes con TOC podrian ser mediadas por circuitos neuronales
especificos y alteraciones neurobioldgicas estructurales y/o
funcionales. A partir de la evaluacién de individuos que desarrollan
TOC después de sufrir lesiones neuroldgicas, de los datos de modelos
animales de conductas estereotipadas y aseo/acicalamiento vy
especialmente de los avances en la resonancia magnética funcional y
estructural, se ha visto que el TOC esta relacionado con los circuitos
neuronales cortico-estriado-talamo-corticales (CSTC) (1), particular-
mente en el cortex orbitofrontal (OFC), el caudado, el cértex
cingulado anterior y el talamo (21). Estos circuitos estan involucrados
en los procesos sensoriomotores, cognitivos, afectivos vy
motivacionales en el TOC (Figura 2). También se han encontrado
alteraciones en las redes frontolimbica, frontoparietal y cerebelar
(22,23). La implicacion de estos perfiles puede depender del perfil
sintomatico y del momento evolutivo del trastorno. Asi pues, en fases
tempranas del TOC, se hipotetiza que las alteraciones en los circuitos
CSTC cognitivo dorsal, cognitivo ventral y motivacional ventral, asi
como en el circuito frontolimbico se relacionan con la sintomatologia

involucrada con la ansiedad, la incertidumbre y comportamientos
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orientados a un objetivo (goal-directed). En cambio, en fases mas
tardias del TOC, los circuitos CSTC sensoriomotor, cognitivo dorsal y
cognitivo ventral se relacionaria con sintomas del comportamiento de
habitos (22).

pre-SMA
dIPFC
dmPFC

IFG
VIPFC

OFC

Cerebelo

@ Circuito CSTC sensoriomotor (comportamiento habitual basado en estimulo-respuesta)
@ Circuito CSTC dorsal cognitivo (memoria de trabajo, planificacién y regulacién emocional)
@ Red frontoparietal (coordinacién del control cognitivo)
() Circuito CSTC ventral cognitivo (inhibicién de la respuesta)
Circuito CSTC ventral motivacional (comportamiento motivacional basado en estimulo-resultado)

@ Circuito frontolimbico (extincién del miedo)

Figura 2. Circuitos cerebrales involucrados en el TOC. El trastorno obsesivo
compulsivo (TOC) es mediado por circuidos cortico-estriado-talamo-corticales
(CSTC) paralelos y parcialmente segregados, involucrados en los procesos
sensoriomotores, cognitivos, afectivos y motivacionales. Abreviaciones: dCaud,
parte dorsal del nucleo caudado; dIPFC, cortex prefrontal dorsolateral;, dmPFC,
cortex prefrontal dorsomedial; IFG, gyrus frontal inferior; NAcc, nucleo accumbens;
OFC, cortex orbitofrontal; pPut, parte posterior del putamen; pre-SMA, area motora
pre-suplementaria; SMA, area motora suplementaria; vCaud, parte ventral del
nucleo caudado; VIPFC, cortex prefrontal ventrolateral; vmPFC, cortex prefrontal
ventromedial. Modificado de (1).

34
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Aparte de las alteraciones en circuitos neuronales, el TOC presenta
alteraciones neurobioldgicas estructurales que han sido descritas y
son comunes con otros trastornos mentales, como el hipocampo, el
cortex prefrontal dorsomedial y la regidn insular opercular, de menor
tamano (23-25). Pero si existen otras alteraciones mas especificas
del TOC, como un mayor volumen de los ganglios basales, lo que es
mas pronunciado en pacientes mayores y probablemente esté
relacionado con la cronicidad de la enfermedad y/o a los efectos a
largo plazo de la medicacidon (26). Se precisan estudios longitudinales
a largo plazo en el TOC y trastornos relacionados que se centren en el
desarrollo neuronal antes de la aparicion del trastorno (fases pre-
sintomaticas en individuos de riesgo), asi como de los efectos a largo

plazo de la medicacion.
1.4.2. Aspectos moleculares

En los mencionados circuitos CSTC se encuentran varios sistemas de
neurotransmisores  clave, incluyendo el serotonérgico, el
dopaminérgico y el glutamatérgico, que podrian tener un papel
relevante en la sintomatologia TOC. Por un lado, la observacién de
que el TOC responde selectivamente a los farmacos inhibidores de la
recaptacion de serotonina (ISRS) llevd a una atencién sustancial
sobre el sistema serotonérgico, aunque hay poca evidencia acerca de
la existencia de un déficit de la serotonina como causa primaria del
TOC (27). La dopamina tiene un rol importante en un amplio rango
de procesos cognitivos y afectivos, incluyendo el procesamiento de la
recompensa, el cual podria estar alterado en el TOC; hay una fuerte
evidencia de que en el sindrome de Tourette, uno de los principales
trastornos relacionados con el TOC (OCRDs, del inglés, obsessive-
compulsive related disorders), el sistema dopaminérgico juega un
papel central (28). Finalmente, las neuronas glutamatérgicas del
coértex prefrontal tienen un papel clave en el circuito CSTC,

proyectando en el estriado. Aungue aun no se ha registrado ningln
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agente glutamatérgico para el tratamiento del TOC, muchos han sido

estudiados con resultados prometedores (29).
1.4.3. Bases genéticas

A pesar de los esfuerzos para entender las bases genéticas del TOC,
los mecanismos de como los factores de riesgo genéticos vy
ambientales interactian y convergen a nivel molecular para resultar
en el TOC son aun desconocidos. Aun asi, todo parece indicar que el
TOC es un trastorno heredable, poligénico y con multiples
contribuciones de variantes comunes y raras (30). Un meta-analisis
de estudios de gemelos sugirid que los efectos genéticos aditivos
representan aproximadamente un 40 % de la variabilidad de los
sintomas OC, mientras que el ambiente no compartido representa
aproximadamente el 51 % de la variabilidad (31). Ademas, se ha
observado que algunos subtipos de TOC podrian tener una mayor
heredabilidad que otros, incluyendo los TOC de inicio temprano con
tics (32). Muchos factores ambientales, incluidos eventos perinatales
adversos como complicaciones al nacer y eventos estresantes o
traumaticos, han sido identificados como factores de riesgo para el
TOC (33-35). Sin embargo, falta informacion para establecer la

relacion entre el ambiente y el TOC.

Hasta la fecha se han realizado varios estudios de asociacion del
genoma completo (GWAS, del inglés, genome-wide association
studies) en muestras de TOC. Un primer GWAS incluyé 1.465
pacientes con TOC con edades mixtas de inicio de sintomas, 5.557
controles y 400 trios del consorcio internacional de TOC (International
Obsessive-Compulsive  Consortium; www.iocdf.org) y no se
detectaron variantes genéticas comunes asociadas al trastorno de
forma estadisticamente significativa a nivel gendmico (36). Un
segundo GWAS, que incluyé 5.061 individuos (1.065 familias con

1.406 pacientes con TOC con una edad de inicio en la infancia y la
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adolescencia y controles de base poblacional del OCD Collaborative
Genetics Association Study (OCGAS) consortium, tampoco detectd
loci significativos a nivel gendmico (37). Estos dos GWAS han sido
meta-analizados con un total de 2688 pacientes con TOC y 7037
controles apareados, pero no se han identificado loci significativos a
nivel gendmico. Sin embargo, en comparacion con los dos GWAS de
forma individual, la distribucién de p-valores vird hacia la significancia
(38). En conjunto, la heredabilidad del TOC atribuible a los factores
genéticos a partir de los GWAS es del 23 %, aunque falta poder
estadistico y replicabilidad. Estos estudios parecen indicar que el TOC
es un trastorno poligénico con muchos /oci de riesgo de pequefio
efecto. Es por ello que parece ser necesario aumentar el tamafo
muestral de los estudios. Actualmente el Psychiatric Genomics
Consortium esta trabajando en un meta-analisis sustancialmente
mayor que incluira al menos 14.000 pacientes con TOC y alrededor
de 560.000 controles.

Pero el actual planteamiento de los GWAS implica que se categoricen
los individuos en casos o en controles, sin tener en cuenta la
prevalencia de los sintomas OC en la poblacién general, ni las
dimensiones de estos sintomas. Como se ha comentado en el
apartado anterior, podria existir un fenotipo continuo de los sintomas
OC, siendo el TOC una manifestacion mas severa de estos. Asi, el
modelo planteado sugiere una distribucion normal y continua de los
sintomas OC en la poblacién, con unos pocos individuos con muy
pocos alelos de riesgo, pocos individuos con muchos alelos de riesgo,
y la mayoria de la poblacién en algin punto intermedio de la

distribucién (Figura 3).

Asi pues, también se han realizado estudios genéticos de la
heredabilidad de los sintomas OC en poblacién no clinica. Los
estudios de gemelos han determinado que los sintomas OC, al igual

que en el TOC, son heredables, contribuyendo los factores genéticos
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entre un 36-42 % de la variancia fenotipica (39). Ademas, se han
realizado tres GWAS que exploran la heredabilidad gendmica de los
sintomas OC en muestras poblacionales y su relacién con el TOC. Al
igual que con los GWAS de TOC, las estimaciones de heredabilidad en
estos estudios son menores que en los estudios familiares y de
gemelos, siendo del 6,8 % (40), 10 % (41) y 14 % (39).

Si el TOC y los sintomas OC son parte de un mismo continuo, se
esperaria encontrar una correlacion genética entre ambos. Hasta la
fecha solo se han realizado dos GWAS que tuvieran en cuenta las
dimensiones sintomaticas del TOC, uno utilizando datos clinicos a
partir de pacientes con TOC (42) y el otro a partir de datos de la
poblacién general (43). Aunque ambos estudios no son conclusivos y
requieren replicabilidad, si que sugieren que los sintomas OC por
debajo del umbral comparten riesgo genético con el TOC. Sin
embargo, incluso entre las personas que no presentan ningun
sintoma OC, puede haber un riesgo genético apreciable para el TOC,
lo que sugiere que la potencia estadistica para estudios con un marco
dimensional sigue siendo una limitacién (Figura 3). Ademas, la forma
en la que se evalluan los sintomas OC puede tener un impacto en las
asociaciones genéticas observadas en el TOC. Por ejemplo, los
estudios que utilizan un enfoque diagndstico categdrico evallan de
forma inherente la angustia o el deterioro asociado a los sintomas
OC, lo que los convierte en una parte indivisible del trastorno (como
su numero o tipo), pero estos aspectos no se miden necesariamente
en los estudios que adoptan un enfoque dimensional. Asi pues, la
seleccion de las dimensiones sintomaticas, el nimero de sintomas o
el grado de angustia asociado a éstos, asi como la manera en que se
definen y evallan estos sintomas puede arrojar informacion vy
correlaciones genéticas diferentes en comparacién con la evaluacién
categorica del TOC (44).
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Figura 3. Representacion del espectro obsesivo-compulsivo: umbral diagndstico y
enfoque cuantitativo en un estudio GWAS. En azul, la distribucién de sintomas
obsesivo-compulsivos (OC) en la poblacidn. La linea discontinua roja representa el
umbral diagnodstico. En un estudio de asociacién del genoma completo (GWAS) de
casos/controles, todos los individuos a la izquierda del umbral (flecha morada) se
considerarian un control, mientras que todos los individuos a la derecha (flecha
verde), con un diagndstico clinico de TOC (trastorno obsesivo-compulsivo), se
considerarian un caso. En un GWAS cuantitativo, con un marco dimensional, se
incluirian todos los individuos a lo largo del espectro sintomatico y de riesgo
genético (flecha amarilla), ponderando también los sintomas por debajo del umbral.
Modificado de (44).

1.4.4. Ambiente y estrés: el eje hipotalamico-

pituitario-adrenal

Se cree que el eje hipotalamico-pituitario-adrenal (HPA), el mayor eje
de respuesta al estrés del cuerpo, y/o algunos de sus componentes,
contribuye a la fisiopatologia del TOC. Eventos vitales estresantes y
desregulaciones del eje HPA parecen tener un papel relevante en la
patogénesis del TOC (45,46) y otros trastornos de ansiedad (47). Un
meta-analisis reciente sugiere que el TOC esta asociado con la
hiperactividad del eje HPA (48).
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El eje HPA, junto con el sistema nervioso auténomo, constituye el
principal mecanismo de respuesta al estrés del organismo, conocido
por estar involucrado en la susceptibilidad a desarrollar trastornos
mentales y condiciones fisicas como infecciones, problemas
cardiovasculares, procesos autoinmunes, sindrome de fatiga crénica y
artritis reumatoide (49). Se puede considerar el estrés como
cualquier respuesta corporal a una amenaza fisica o percibida
(psicoldgica) a la homeostasis. Los factores estresantes pueden ser
agudos y breves o cronicos y prolongados. Asi pues, el organismo
responde con una serie de reacciones comportamentales y fisicas,
con el objetivo de adaptarse al estresor. El estrés juega un papel
fundamental en la regulacion y desregulacion del eje HPA y sus
interacciones con otros mecanismos implicados en el mantenimiento
de la homeostasis del organismo, como el sistema nervioso auténomo
y el sistema inmunitario. Estos sistemas, junto al eje HPA interactuan
para armonizar la respuesta hormonal e inflamatoria al estrés. El
sistema de respuesta al estrés evoluciond para afrontar retos fisicos y
la inclusién de factores estresantes crénicos no fisioldégicos del dia
moderno ha llevado al incremento en la manifestacién de trastornos

inducidos por el estrés (50).
1.4.4.1. Componentes del eje HPA

Ante una situacidn de estrés, el eje HPA se activa mediante la
secrecion por parte del nucleo paraventricular (PVN) del hipotalamo
de la hormona liberadora de corticotropina (CRH), la cual es
transportada hasta la pituitaria o hipofisis anterior, llevando a la
liberacion de la hormona adrenocorticotropa (ACTH) en el torrente
sanguineo. La ACTH estimula el cortex de la glandula suprarrenal
para la liberacion de cortisol, el principal glucocorticoide en humanos,
el cual ejerce su accidén a través de su unidén con los receptores de
glucocorticoides (GR) y receptores de mineralocorticoides (MR) (51).

Para controlar el exceso de activacion del eje HPA, los niveles de
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cortisol ejercen una accién de retroalimentacidon o feedback negativo
en el hipotalamo y en la hipdfisis o pituitaria (Figura 4). Pero existen
otras estructuras cerebrales que también participan en la regulacién
mediante feedback negativo, como son el hipocampo y el cértex
prefrontal (ambos ricos en GR), través de una red de interneuronas
que se conectan al nucleo paraventricular del hipotalamo vy la hipéfisis
(52).

Aunque no tenemos un control voluntario sobre la actividad del eje
HPA y de la secrecion de cortisol, su secrecién esta fuertemente
ligada a los acontecimientos ambientales y/o vitales (53). Las
experiencias que son consideradas estresantes normalmente son un
estimulo efectivo para la secrecién de cortisol (razén por la cual esta
hormona es referida comunmente como la hormona del estrés). Sin
embargo, otros estimulos que muchos considerarian no estresantes
pueden provocar la secrecidn de cortisol (ejercicio, sustancias
psicoactivas, experiencia sexual), mientras otras circunstancias
consideradas estresantes no estan necesariamente asociadas con una
secrecion aguda de cortisol (dolor neuropatico crénico, ansiedad vy
sensacion propia de estrés) (53). Al ser el cortisol soluble en lipidos,
es capaz de cruzar rapidamente la barrera hematoenceféalica, razén
por la cual el cerebro es una diana directa para esta hormona, en
contraste con otras hormonas, incluyendo otro mediador principal de
la respuesta al estrés como es la epinefrina (adrenalina). El cortisol,
de forma conjunta con la norepinefrina y la epinefrina, promueve la
adaptacion al estrés (clasicamente conocido como la respuesta de
lucha o huida, o fight or flight en inglés). El cortisol estimula la
liberacion de glucosa y la gluconeogénesis, estimulando a su vez las
funciones cardiovasculares y pulmonares, incrementado el ritmo
cardiaco, la presidon sanguinea y la respiracion. De forma simultanea,
se suprimen procesos anabdlicos como la funcidn inmune, la
reproduccion, la digestion y el crecimiento. Esta movilizacién de

energia permite al organismo suplir las demandas metabdlicas



Introduccion

involucradas en responder a una amenaza y promover el retorno a la

homeostasis (54).

Pituitaria
anterior

Glandula
adrenal

2.

Figura 4. Diagrama del eje hipotalamico-pituitario-adrenal (HPA). Ante una
situacién de estrés, la hormona liberadora de corticotropina (CRH) es liberada por
parte del nlcleo paraventricular (PVN) y transportada a la pituitaria anterior,
provocando la liberacion de la hormona adrenocorticotropa (ACTH) en el torrente
sanguineo. La ACTH estimula el cértex adrenal para liberar cortisol al torrente
sanguineo, que ejerce diversos efectos fisioldgicos y actla de feedback negativo en
el PVN y la pituitaria anterior. Modificado de (54).
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Independientemente de la secrecién aguda de cortisol provocada por
un estimulo estresante, el eje HPA tiene un patrén circadiano de
secrecion gobernado por el nucleo supraquiasmatico (Figura 5).
Alteraciones en los ritmos circadianos de cortisol se han ligado con los
efectos adversos metabdlicos, cardiovasculares, y cognitivos del
exceso de glucocorticoides. La secrecion de cortisol sigue muy de
cerca la actividad diaria, con niveles mayores justo antes de
levantarse tras el despertar y que disminuyen a lo largo del dia
(pendiente diurna de cortisol) hasta alcanzar los niveles mas bajos
durante la primera mitad de la noche. Este ritmo circadiano, que
cumple la funcion metabdlica del eje HPA, puede verse modificado,
por ejemplo, por el patron de sueno, los ciclos de luz y oscuridad, el
estrés, la actividad fisica, o el consumo de tabaco, alcohol u otras
sustancias (55). De forma independiente al ritmo circadiano, las
situaciones de estrés son capaces de activar la secreciéon de CRH y
provocar una descarga de cortisol que se superpone al ritmo

circadiano.

A parte del cese de la actividad neural generada por el estrés o el
estimulo circadiano, el feedback negativo es el Unico mecanismo para
reducir la actividad del eje HPA. Como se ha comentado, el cortisol se
une a dos tipos de receptores, ambos involucrados en esta
regulacion. Los MR y GR difieren en su afinidad por el cortisol y no
estan igualmente distribuidos en el cerebro. A parte de su expresion
periférica, los MR se expresan en areas discretas del cerebro,
principalmente en las regiones limbicas. En cambio, los GR se
expresan de forma ubicua en el cerebro asi como en otras regiones
del organismo. Por un lado, los MR tienen una elevada afinidad por el
cortisol y se ocupan entre niveles bajos y medios, por lo que en
condiciones fisioldgicas estdn normalmente ocupados. En cambio, los
GR tienen una menor afinidad por el cortisol, por lo que se requiere

una mayor concentracion de cortisol para que se saturen. En
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consecuencia, en condiciones fisioldgicas los GR estan en baja
ocupacién, siendo éstos los principales mediadores de los efectos

adversos del estrés (56).
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Figura 5. Representacion esquematica del ritmo circadiano y ultradiano del cortisol
en un vardn voluntario sano. El cortisol se secreta siguiendo un ritmo circadiano
caracterizado por una fase quiescente durante el periodo inactivo (durante la noche
mientras se duerme). Antes de despertar, se produce un aumente anticipado de los
niveles de cortisol, seguido del pico circadiano de secrecién al inicio del periodo
activo (respuesta del cortisol al despertar o CAR). Bajo este ritmo subyace un ritmo
ultradiano complejo y dinamico que consiste en pulsos aproximadamente cada 3
horas. Modificado de (57).

1.4.4.2. Evaluacion del eje HPA

La funcionalidad del eje se puede estudiar o a través de
determinaciones basales o de pruebas dinamicas. Existen diferentes
métodos para estudiar la funcionalidad el eje HPA, siendo los
métodos mas populares la deteccidon de niveles de cortisol en
muestras de sangre y de saliva. Sin embargo, la determinacién de
cortisol en muestras de sangre periférica tiene la limitacién de que

mide tanto el cortisol libre (bioldgicamente activo) como el cortisol
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total (54). En cambio, la recoleccién de muestras de saliva permite

medir solo el cortisol libre.

Asi pues, la recoleccidon repetida de varias muestras de saliva a lo
largo del dia permite determinar el cortisol en diferentes momentos
del dia de una forma no invasiva. Este muestreo puede ser usado
para el estudio de diferentes medidas dinamicas del eje HPA, como la
respuesta del cortisol al despertar (CAR, del inglés, cortisol
awakening response), el ritmo diurno del cortisol, o el feedback
negativo del eje HPA con el estudio de la supresién del cortisol
mediante la administracion de dexametasona (DST, del inglés,

dexamethasone supression test).

La CAR se ha propuesto como un elemento de gran importancia; la
CAR describe un incremento marcado de los niveles de cortisol en los
primeros 30-45 minutos después del despertar, y ha estado
sistematicamente descrito en la mitad de la década de los afios 90 del
siglo XX (58). Pero no es solo un reflejo del incremento de los niveles
de cortisol, sino que combina aspectos de un reactivity index (la
respuesta al despertar) con aspectos ligados a la regulacidn

circadiana (55).

El ritmo fisiolédgico diurno del cortisol conlleva la disminucion de los
niveles de cortisol a lo largo del dia, desde la manana hasta la noche.
Se calcula después de la CAR y hasta las 11 p.m. Las pendientes mas
pronunciadas de cortisol reflejan ritmos diurnos de cortisol mas

preservados (59).

Mediante el DST se evalla la retroalimentacidn negativa del eje HPA.
La dexametasona es un glucocorticoide sintético que actua como
agonista del receptor de glucocorticoides. Para realizar el DST, se
administra dexametasona por via oral a las 11 p.m. y, a la mafana
siguiente, se determina el cortisol y se compara con la realizada el

dia anterior a la misma hora. Cuando el eje HPA esta intacto, la



Introduccidon

administracion de dexametasona resulta en una inhibicién de la
produccion de CRH y ACTH al unirse a los receptores de
glucocorticoides hipotalamicos e hipofisarios, respectivamente, lo que
provoca la supresion de la sintesis y secrecidn de cortisol. La falta de
supresién de la secrecidon de cortisol después de la administracion de
dexametasona indica una sensibilidad reducida al feedback negativo
del eje HPA y se considera una medida de resistencia a los

glucocorticoides (60).
1.4.4.3. Diferencias de sexo en el eje HPA

Existe mucha informacién que describe la existencia de diferencias de
sexo en la funcionalidad del eje HPA, documentadas tan
tempranamente como en el periodo neonatal, y en todos los niveles
del eje HPA (50). Sin embargo, sigue existiendo controversia acerca
de las diferencias en la respuesta del eje HPA entre hombres y
mujeres. No obstante, la imagen global parece indicar que Ila
respuesta al estrés psicosocial en hombres adultos conlleva mayores
incrementos del cortisol en comparacion con las mujeres (49). En
cualquier caso, el estudio de estas diferencias es mas complejo si se
consideran potenciales variables moderadoras. Por ejemplo, el tipo de
estresor parece influir en la respuesta del eje HPA: los hombres
muestran mayores niveles de cortisol en respuesta a un reto
matematico y verbal, mientras que las mujeres lo hacen a un reto de
rechazo social (61). La edad y el sexo también son moderadores de la
respuesta del eje HPA al estrés psicosocial. En un estudio que explord
las respuestas de la ACTH vy el cortisol al Trier Social Stress Test
(TSST), un procedimiento de estrés social, en adultos sanos mayores,
adultos jévenes y nifios, se observd que no habia un efecto de la
edad en las mujeres, mientras que los hombres adultos jovenes
mostraban una mayor respuesta de ACTH en comparacién con los
adultos mayores (62). En relacién al cortisol salivar libre, se observé

una mayor respuesta en hombres mayores que en mujeres mayores,
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mientras que no existian diferencias de sexo ni en adultos jévenes ni

en ninos (62).
1.4.4.4. El eje HPA y el TOC

El funcionamiento correcto del eje HPA es critico para el
mantenimiento de la salud fisica y mental. Numerosos estudios han
mostrado como desregulaciones en este eje neurohormonal tienen
un papel relevante en diferentes trastornos fisicos y mentales. En
general, la evidencia de la alteracidon de la actividad del eje HPA en
los trastornos mentales, aunque no sea universal, ha despertado un
interés en las hormonas del eje HPA como biomarcadores de
enfermedad o de respuesta al tratamiento (63). No solo se han
identificado alteraciones del eje HPA en el TOC, sino en otros
trastornos mentales. Hasta el momento, los estudios parecen
demostrar que existe una hiperactivacion del eje en la depresidon
melancdlica (64), en el trastorno de panico (65) y en la esquizofrenia
(66). El eje parece ser mas reactivo al estrés en el trastorno de
ansiedad social (social anxiety disorder) (67) y en el autismo (68).
Por otro lado, se ha descrito una hipoactividad del eje HPA en el
trastorno de estrés postraumatico (PTSD, del inglés, post-traumatic
stress disorder) (69) y en la depresion atipica (64). También se han
observado alteraciones del eje HPA en situaciones de abuso (70), asi
como los efectos negativos en el rendimiento cognitivo debidos a la

hipercortisolemia (71).

Los primeros estudios que exploraron la relacién entre la
funcionalidad del eje HPA y el TOC midieron las hormonas del eje HPA
en el liguido cefalorraquideo (LCR) y en sangre (72). Por ejemplo, se
han descrito valores elevados de CRH en el LCR, un incremento en la
secrecion de ACTH (73), y unos valores basales de cortisol elevados

en el suero de pacientes con TOC (74,75).
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Asi pues, en las Ultimas dos décadas, el estudio de la funcionalidad
del eje HPA utilizando muestras de saliva ha atraido un gran interés
(55). Siguiendo esta aproximacién, en nuestro grupo hemos
estudiado el papel de la funcionalidad del eje HPA en pacientes con
TOC, trastorno depresivo mayor e individuos sanos (45). En pacientes
con TOC y comorbilidad con depresién mayor observamos una curva
diurna de cortisol mas aplanada. También encontramos que la
ansiedad-rasgo fue un moderador de la relacion entre el TOC vy las
medidas del eje HPA, al mostrar los pacientes con TOC una mayor
ansiedad rasgo, asi como un CAR aumentado y una reduccién de la

supresidon de cortisol después de la administracion de dexametasona.

La adquisicion de muestras de saliva también permite estudiar la
respuesta del cortisol al estrés psicosocial. En esta linea, estudios
previos que han explorado la respuesta del cortisol en pacientes con
un trastorno de la personalidad obsesivo-compulsiva expuestos al
TSST, han revelado una respuesta atenuada en pacientes hombres en
comparaciéon a hombres controles; sin embargo, no se encontraron

diferencias significativas en mujeres (76).

El estudio de potenciales diferencias de sexo en relacion con el eje
HPA en el TOC es un area infra-estudiada. Esta aproximacion es
importante, ya que el sexo esta implicado en la expresion clinica de la
enfermedad: las mujeres muestran, en comparacion a los hombres,
mas sintomas de contaminacion/limpieza (19,77-79), mas
obsesiones agresivas y sintomas de acumulacion (78), mas
obsesiones somaticas (77), menos obsesiones sexuales/religiosas
(19,80) y menos compulsiones de comprobacién y repetitivas (80).
Contrariamente, otros estudios no han sido capaces de encontrar
diferencias de sexo en las dimensiones de los sintomas TOC (81). Sin
embrago, en ese estudio, las correlaciones entre las diferentes
dimensiones de los sintomas en el TOC fueron mas fuertes en

hombres en comparacion con las mujeres (81). Es plausible que las
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diferencias de sexo en la actividad del eje HPA puedan contribuir a la
expresion clinica diferencial de los sintomas OC entre hombres y
mujeres. Sin embargo, estudios previos que han evaluado Ia
funcionalidad del eje HPA en el TOC (45,72-75) no han explorado de

forma especifica si existen diferencias de sexo en estas relaciones.

1.5. Evaluacion del TOC

Es esencial una correcta deteccion de los sintomas del TOC. Una
herramienta habitual es el Obsessive-Compulsive Inventory-Revised
(OCI-R). Consiste en un test autoaplicado de 18 items divido en seis
sub-escalas: lavado, comprobacion, orden, obsesidon, acumulacion y
neutralizacion. Cada item tiene una puntuacidn en una escala de 5
puntos (de 0 a 4 puntos), y la puntuacién total es la suma de las
puntuaciones de todos los items. También provee puntuaciones para
las seis sub-escalas (14). El OCI-R ha probado su validez tanto en
muestras clinicas (14,82) como en muestras no clinicas (83) y se ha
validado al castellano (84). Se recomienda una puntuacién de corte
de 21, con puntuaciones iguales o por encima de este nivel
sugestivas de la presencia de TOC. Sin embargo, la herramienta mas
aceptada para detectar y evaluar la severidad del TOC en la practica
clinica es la Escala Obsesivo-Compulsiva de Yale-Brown (Y-BOCS)
(85). Se clasifica en una escala de 0 a 40 (siendo 40 |la
sintomatologia mas grave) y requiere que el paciente evalle, en

funcién de su gravedad:

e El tiempo ocupado por los pensamientos obsesivos y las
compulsiones.

e La interferencia de los pensamientos obsesivos.

e La angustia por los pensamientos obsesivos.

e La resistencia frente a las obsesiones.

e El grado de control sobre los pensamientos obsesivos.



Introduccidon

e La interferencia del comportamiento compulsivo.
e La angustia asociada con el comportamiento compulsivo.
e La resistencia en contra del comportamiento compulsivo.

e El grado de control sobre los comportamientos compulsivos.

Para evaluar las dimensiones sintomaticas del TOC, también puede
usarse la escala Escala Obsesivo-Compulsiva de Yale-Brown
Dimensional (DY-BOCS) (15), la cual mide: [1] obsesiones agresivas
(o relacionadas con dafio) y compulsiones relacionadas, [2]
obsesiones sexuales/religiosas y compulsiones relacionadas, [3]
obsesiones de simetria y compulsiones de contar u ordenar/arreglar,
[4] obsesiones de contaminacién y compulsiones de limpieza, [5]
obsesiones y compulsiones de acumulacidon y [6] obsesiones vy
compulsiones variadas (como por ejemplo preocupaciones somaticas
y supersticiones). La severidad de cada dimensidn es evaluada por un
psiquiatra experimentado el cual mide, en tres escalas ordinales con
seis puntos de anclaje relacionados, la frecuencia de los sintomas [0-
5], la angustia generada [0-5] y la interferencia funcional [0-5]
durante el periodo actual (la semana previa) o a lo largo de la vida (el
peor periodo). También se valora el nivel global de discapacidad o
interferencia funcional actual o a lo largo de la vida, de nada [0

puntos] a severo [15 puntos].

1.6. Tratamiento del TOC

Antes que los pacientes con TOC busquen tratamiento pueden ocurrir
retrasos sustanciales, ya sea por una falta de conocimiento sobre el
trastorno, verglienza por sus sintomas, o ansiedad por la exposicion a
estimulos temidos. Si el TOC no es tratado, el patron conductual
patoldgico es mas dificil de romper, ya que pueden haberse producido

cambios estructurales y/o funcionales en el cerebro. Es por ello que
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es necesario que se priorice una intervencién lo mas temprana

posible.

El tratamiento del TOC comprende varios componentes, comenzando
con la construccion de una alianza terapéutica con el paciente y la
psicoeducacion, seguida de enfoques psicoldgicos y/o farmacoldgicos.
Los pacientes y su familia pueden experimentar un fuerte alivio al
saber que su trastorno es relativamente comun y bien entendido vy
que existen tratamientos disponibles para disminuir al menos los
sintomas parciales y que es posible una mejora en la calidad de vida
(1). Asi pues, una vez establecida esta alianza, las primeras lineas de
tratamiento para el TOC son la terapia cognitivo-conductual (TCC, o
CBT, del inglés, cognitive behavioural therapy) o los ISRS. Los
pacientes resistentes al tratamiento pueden requerir, ademas,

neuromodulacion y/o neurocirugia.

La CBT ha demostrado de forma consistente la capacidad de mejorar
los sintomas en el TOC tanto en adultos como en nifios (86,87). El
tipo mas comun de CBT es la exposicidon con prevencion de respuesta
(EPR). La parte de la exposicion consiste en confrontar los
pensamientos, imagenes, objetos vy situaciones que provocan
ansiedad a los pacientes o que provocan las obsesiones. La
prevencion de la respuesta se refiere a escoger no realizar el
comportamiento compulsivo una vez que la ansiedad o las obsesiones
han sido provocadas. Todo esto, bajo la guia de un terapeuta/clinico.
De esta forma, se reestructura la mente y se altera la habituacion
creada al participar en las compulsiones. Los ISRS son la primera
linea de tratamiento farmacoldgico para el TOC, basado en su
evidencia en cuanto a eficacia, tolerabilidad, seguridad y ausencia de
abuso potencial (88). Como norma, se precisan dosis mayores de
ISRS para el tratamiento del TOC que para otros trastornos de

ansiedad o para la depresion.
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La mitad de los pacientes con TOC que son tratados con un
tratamiento de primera linea no responden completamente (89,90).
Asi pues, se pueden combinar terapias de CBT e ISRS, aunque no
siempre es factible, ya sea porque la CBT no esta disponible o por la
dificultad por parte del paciente de tolerar la exposicion.
Recientemente, se han evaluado farmacos moduladores
glutamatérgicos como agentes potenciadores en pacientes resistentes
al tratamiento, como la N-acetil cisteina, memantina, lamotrigina,
topiramato, riluzol y ketamina (91). De entre todas ellas, la N-acetil
cisteina es la que ha mostrado mayor evidencia en reducir los
sintomas del TOC (92,93). Ademas, la memantina podria
considerarse en el uso clinico, ya que se ha demostrado su eficacia
como potenciador de los ISRS en pacientes resistentes al tratamiento
(94).

Finalmente, en pacientes refractarios a los tratamientos
psicoterapéuticos y psicofarmacolégicos, la neuroestimulacion ha
emergido como una nueva opcidon de tratamiento. Esta puede ser
mediante métodos invasivos, como la estimulacion cerebral profunda
(ECP, o DBS, del inglés, deep brain stimulation) o mediante
estimulacion no invasiva, como la estimulacién magnética
transcraneal (TMS, del inglés, transcranial magnetic stimulation)
(95).
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Hipotesis

A partir de la informacion desarrollada en la introduccion de la tesis

se han enunciado las siguientes hipdtesis:

1. La actividad del eje hipotalamico-pituitario-adrenal (HPA) se
asocia a la expresion de los sintomas obsesivo-compulsivos
(OC) en la poblacion general sin patologia mental, con

diferencias de sexo en esta relacion.

2. Las dimensiones sintomaticas del trastorno obsesivo-
compulsivo (TOC) se asocian con anormalidades especificas del

eje HPA, moderadas por el sexo.

3. Existen relaciones de continuum entre los sintomas OC
presentes en la poblacion general y las dimensiones

sintomaticas del TOC en la poblacién clinica.

4. Medidas del funcionamiento del eje HPA pueden ser
consideradas como biomarcadores de rasgo para dimensiones

sintomaticas especificas del TOC.
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Objetivos

A partir de las hipotesis enunciadas, se han planteado los siguientes

objetivos:

1. Estudiar la implicacién del eje hipotalamico-pituitario-adrenal
(HPA) en la expresion de sintomas obsesivo-compulsivos (OC)
en una muestra no clinica extraida de la poblacidon general. Al
haber diferencias de sexo en la presentaciéon de los sintomas
OC vy la actividad del eje HPA, explorar si existen diferencias de

sexo en esta relacion.

2. Analizar la implicacién del eje HPA en la expresién clinica de las
dimensiones sintomaticas del trastorno obsesivo-compulsivo
(TOC) en una muestra clinica, teniendo en cuenta si existen

diferencias de sexo en esta relacion.

3. Evaluar la consistencia de las asociaciones entre los sintomas
OC vy la actividad del eje HPA en la poblacién general y la

muestra de pacientes con TOC.

4. Definir si alguna de las medidas analizadas del funcionamiento
del eje HPA (la respuesta del cortisol al despertar, la pendiente
diurna del cortisol o el ratio de supresidon del cortisol tras la
administracion de dosis bajas de dexametasona) puede ser
considerada como biomarcador de rasgo para alguna dimensién

sintomatica del TOC.






4. MATERIAL, METODOS Y
RESULTADOS






Material, métodos y resultados

4.1. Articulo original 1

Sex-specific association between the cortisol awakening
response and obsessive-compulsive symptoms in healthy

individuals.

Antecedentes: Estudios previos han detectado asociaciones entre el
TOC y el eje HPA. Quisimos investigar la asociacion entre los
sintomas OC vy la funcionalidad del eje HPA en una muestra no clinica

y explorar si existen diferencias de sexo en esta relacion.

Métodos: Ciento ochenta y tres individuos sanos sin un diagnodstico
psiquiatrico (80 hombres, 103 mujeres, con una media de edad de
41,3 £ 17,9 anos) fueron reclutados de la poblacion general. El OCI-R
se utilizé para determinar los sintomas OC. También se midieron la
ansiedad estado, el estrés percibido y los eventos vitales estresantes.
Se determinaron los niveles de cortisol salivar en 6 momentos del dia
(al despertar, 30 y 60 minutos después del despertar, a las 10 a.m.,
alas 11 p.m. y a las 10 a.m. del dia siguiente después de la toma de
0,25 mg de dexametasona, que ocurrié a las 11 p.m. del dia
anterior). Se calcularon tres medidas del eje HPA: la CAR, la
pendiente diurna de cortisol, y la DSTR. Se usaron analisis de
regresion multiple para explorar la asociacién entre los sintomas OC y
las medidas del eje HPA, ajustando por covariables de interés. El
analisis principal se centré en las puntuaciones totales en el OCI-R,
pero también se exploraron las asociaciones con dimensiones

especificas de los sintomas OC.

Resultados: No se observaron diferencias significativas entre
hombre y mujeres en los sintomas OC, las medidas de ansiedad,
estrés o las medidas de cortisol. En los analisis de regresion multiple
entre los sintomas OC globales y las medidas del eje HPA, se halld

una interaccion significativa entre el sexo femenino y los sintomas OC
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para la CAR (beta estandarizada = -0,322; p = 0,023), pero no para
la pendiente diurna de cortisol ni para el DSTR). En cuanto a las
dimensiones sintomaticas, se detectaron dos interacciones con el
sexo: en mujeres un CAR mas aplanado se asocié con sintomas
obsesivos, mientras que en hombres una pendiente diurna de cortisol

mas aplanada se asocid con sintomas de orden.

Conclusiones: Existen diferencias de sexo en la asociacion entre los

sintomas OC y las medidas del eje HPA en individuos sanos.
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Abstract

Background: Previous studies have shown associations between obsessive-compulsive disorder (OCD) and hypothalamic-
pituitary-adrenal axis activity (HPA). We aimed to investigate the association between obsessive-compulsive (OC) symptoms
and HPA axis functionality in a non-clinical sample and to explore whether there are sex differences in this relationship.

Methods: One hundred eighty-three healthy individuals without any psychiatric diagnosis (80 men, 103 women; mean age
413 + 179 years) were recruited from the general population. The Obsessive-Compulsive Inventory Revised (OCI-R) was used
to assess OC symptoms. State-trait anxiety, perceived stress, and stressful life events were also assessed. Saliva cortisol levels
were determined at 6 time points (awakening, 30 and 60 min post-awakening, 10:00 am, 23:00 p.m. and 10:00 a.m. the
following day of 0.25 mg dexamethasone intake [that occurred at 23:00 p.m.]). Three HPA axis measures were calculated:
cortisol awakening response (CAR), cortisol diurnal slope, and cortisol suppression ratio after dexamethasone (DSTR). Multiple
linear regression analyses were used to explore the association between OC symptoms and HPA axis measures while
adjusting for covariates. Our main analyses were focused on OCI-R total score, but we also explored associations with specific
OC symptom dimensions.

Results: No significant differences were observed between males and females in OC symptoms, anxiety measures, stress, or
cortisol measures. In the multiple linear regression analyses between overall OC symptoms and HPA axis measures, a female
sex by OC symptoms significant interaction (standardized beta = —0.322; p = 0.023) for the CAR (but not cortisol diurnal
slope nor DSTR) was found. Regarding specific symptom dimensions, two other sex interactions were found: a blunted

CAR was associated with obsessing symptoms in women, whereas a more flattened diurnal cortisol slope was associated
with ordering symptoms in men.

Conclusions: There are sex differences in the association between OC symptoms and HPA axis measures in healthy
individuals.
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Introduction

Obsessive-compulsive disorder (OCD) is a common
chronic long-lasting psychiatric disorder, with a preva-
lence of 2.3% that interferes with all aspects of life of the
individual [1]. OCD is characterized by the presence of
obsessions, repetitive disturbing and uncontrollable
thoughts that persist despite the patient’s efforts to sup-
press or ignore them, and compulsions and repetitive and
ritualized behaviors or mental acts aimed at neutralizing
obsession-induced anxiety [2]. Obsessive-compulsive
(OC) symptoms are not exclusive of OCD. They are
prevalent in non-clinical samples, with clinically relevant
symptoms in about 21.7% of the general population [3].
The vulnerability to compulsive activity can be predicted
by a spectrum of neuropsychological mechanisms such as
impaired motor inhibition, cognitive inflexibility and an
imbalance in goal-directed vs habit learning [4]. A series
of cortico-striato-thalamo-cortical circuits that are associ-
ated with these cognitive changes are believed to underpin
the expression of compulsive behaviors [4].

The hypothalamic-pituitary-adrenal (HPA) axis, the
major stress response system of the body, is known to
be involved in the susceptibility to develop psychiatric
disorders and physical conditions such as infectious dis-
eases, cardiovascular problems, autoimmune processes,
chronic fatigue syndrome, and rheumatoid arthritis [5].
Stressful life events and dysregulations of the HPA axis
are thought to play a role in the pathogenesis of the
OCD [6, 7] and other anxiety disorders [8]. The first
studies to explore the relationship between HPA axis
functionality and OCD measured HPA hormones in
cerebrospinal fluid (CSF) and blood. For instance, ele-
vated values of corticotropin releasing hormone (CRH)
in CSF [9], increased nocturnal secretion of adrenocorti-
cotropic hormone (ACTH) [10], and higher basal serum
cortisol values [11, 12] have been described in OCD
patients.

In the last two decades, the study of HPA axis func-
tionality using saliva samples has attracted great interest
[13]. Saliva collection allows cortisol determination at
different moments of the day with a non-invasive pro-
cedure. Therefore, saliva sampling can be used for study-
ing several dynamic tests of the HPA axis, such as the
cortisol awakening response (CAR), the diurnal cortisol
rhythm, or the negative feedback of the HPA axis with
the study of the cortisol suppression by dexamethasone.
We have used this approach to study the role of these
HPA axis measures in patients with OCD, major depres-
sive disorder (MDD) and healthy individuals [6]. A more
flattened diurnal cortisol slope calculated between 10
and 23 h was observed for OCD patients with comorbid
MDD. We also found that trait anxiety was a moderator
of the relationship between OCD and HPA axis mea-
sures, as OCD patients with greater trait anxiety showed
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an increased CAR and reduced cortisol suppression after
dexamethasone administration. Saliva sampling also al-
lows the study of the cortisol response to psychosocial
stress. In this line, previous studies exploring the cortisol
response to the Trier Social Stress Test, a social stress
procedure, in patients with OC personality disorder have
revealed an attenuated response in male patients com-
pared to male controls, whereas no significant differ-
ences were found in women [14].

There is a wealth of data describing sex differences in
HPA axis, documented as early as the neonatal period
and at all individual levels of the HPA axis [15]. Evi-
dence on sex differences in the HPA axis response to
stress is conflicting, with some studies showing no dif-
ferences. But the overall picture seems to indicate that
the response to psychological stress in adult men is with
greater increases in cortisol in comparison to women
[5]. However, the study of sex differences in the HPA
axis response is more complex if we consider potential
moderating variables. For instance, the type of the stres-
sor seems to influence the HPA axis response: men show
greater cortisol responses to a mathematical and verbal
challenge whereas women show greater cortisol re-
sponses to a social rejection challenge [16]. Age and gen-
der are also moderators of the HPA response to
psychosocial stress. In a study exploring ACTH and cor-
tisol responses to the TSST in healthy elderly adults,
younger adults, and children, there was no age effect in
the subgroup of women, whereas younger men had
higher ACTH responses compared to older men [17]. In
relation to free salivary cortisol, an enhanced cortisol re-
sponse in elderly men compared to elderly women was
observed, while no gender differences emerged in nei-
ther young adults nor children [17].

The study of potential sex differences regarding HPA
axis activity in the field of OCD has been an underre-
searched area. This approach is important because sex
plays a role in the clinical expression of the illness:
women show, when compared to men, more contamin-
ation/cleaning symptoms [18-21], more aggressive ob-
sessions and hoarding symptoms [20], more somatic
obsessions [19], less sexual/religious obsessions [18, 22],
and less checking and repeating compulsions [22]. Con-
versely, other studies have failed to find sex differences
in OCD symptom dimensions [23]. However, in that
study correlations between the distinct types of OCD
symptom dimensions were stronger in men compared to
women. It is plausible that sex differences in HPA axis
activity could contribute to the different clinical expres-
sion of obsessive-compulsive symptoms between men
and women. However, previous studies studying HPA
axis measures in OCD [6, 9-12] did not specifically ex-
plore whether there were sex differences on these
relationships.
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The main aim of our study was to explore the role of
the HPA axis in the clinical expression of obsessive-
compulsive (OC) symptoms in a non-clinical sample. To
our knowledge, this issue has not been studied up to
date. As there are sex differences in the presentation of
OC symptoms and HPA axis activity, we also aimed to
explore whether there are sex differences in this
relationship.

Methods

Study sample

One hundred eighty-three healthy individuals (80 men,
103 women; mean age 41.3 + 17.9 years) were recruited
from the general population by advertisements in the
community. Recruitment was conducted in two prov-
inces (Barcelona, Tarragona) from Catalonia (Spain) by
clinical researchers from the Department of Psychiatry
at Bellvitge University Hospital (Hospitalet de Llobregat,
Barcelona) and from the Hospital Universitari Institut
Pere Mata (Reus, Tarragona). All participants had no
past or current history of psychiatric disorders (includ-
ing OCD) and a score below 7 on the 28-item Spanish
adaptation of the Goldberg General Health Question-
naire (GHQ-28) [24]. Exclusion criteria were age less
than 18 years, a diagnosis of a psychiatric disorder in-
cluding substance abuse or dependence (except nico-
tine), mental retardation, neurological disorders, severe
medical conditions, pregnancy, or puerperium and cor-
ticosteroid treatment in the previous 3 months. Two
women were receiving contraceptive pills. The research
protocol was approved by the Ethics Committees of Bell-
vitge University Hospital and Hospital Universitari Sant
Joan, and all participants provided written informed con-
sent after having received a full explanation of the study.

Clinical assessment

From a semi-structured interview, a sort of sociodemo-
graphic and clinical variables and substance use were
assessed. In order to calculate the body mass index,
weight and height were measured in all participants,
using the formula (kg)/height(m?).

The assessment of the OC symptoms was performed
using the Obsessive-Compulsive Inventory Revised
(OCI-R). The OCI-R consists of a self-reported test of
18 items divided on six subscales: washing, checking, or-
dering, obsessing, hoarding, and neutralizing. Each item
is scored on a 5-point scale (0—4 points), and the total
score is the sum of the scores on all items. It also pro-
vides scores for the six subscales [25]. The OCI-R has
proved its validity in both clinical [25, 26] and non-
clinical samples [27] and has been validated to Spanish
[28]. A cut-off score of 21 has been recommended, with
scores at or above this level indicating the likely pres-
ence of OCD [25].
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Several psychometric scales were administered to as-
sess anxiety and stress measures of all participants.
Current and trait anxiety were measured with the State-
Trait Anxiety Inventory [29]. Stressful life events that
occurred in the 6 previous months were assessed with
the Holmes-Rahe Social Readjustament Scale [30], that
has been also used in Spanish populations [31]. Per-
ceived stress during the previous month was assessed
with the 14-item Perceived Stress Scale (PSS) [32].

Collection of saliva samples

Saliva samples were obtained using Salivette (Sarstedt
AG & Co., Numbrecht, Germany) containers. Partici-
pants were instructed to collect repeated saliva samples
at home during a regular day and to avoid intense phys-
ical activity and stressful situations. Fifteen minutes be-
fore sample collection, participants were told not to eat,
drink, smoke, or brush their teeth.

Saliva samples were obtained at awakening (T1), 30
(T2) and 60 (T3) min after awakening, at 10 a.m. (T4)
and at 11 p.m. (T5) on the same day. Participants were
told to take a very low dose of dexamethasone (0.25 mg)
at 11 p.m. just after T5 sampling. Another saliva sample
was obtained the day after at 10 a.m. (T6).

The samples were kept refrigerated and returned per-
sonally by each participant. After receipt, the Salivettes
were stored at — 20 °C and sent to the BioBank from the
Institut de Investigacié Sanitaria Pere Virgili (IISPV) for
centrifugation (3000 rpm for 5min) and aliquotation,
then frozen at - 20 °C until analysis.

Cortisol measurements

An enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) was
performed to determine the cortisol levels in the saliva
samples (IBL International, Hamburg, Germany). The
intra-assay and inter-assay coefficients of variation were
under 8%. The sensitivity of the assay was 0.08 nmol/L.
To assess the HPA axis function, three dynamic tests
were used: the Cortisol Awakening Response (CAR), the
slope between morning and evening cortisol, and the
Dexamethasone Suppression Test Ratio (DSTR) with
very low doses of dexamethasone (0.25 mg).

The CAR is a physiological process, consisting in the
increase of cortisol levels as a response to awakening in
the morning [33]. It combines features of a reactivity
index (response to awakening) with aspects tied to circa-
dian regulation and it has been related to a wide range
of psychosocial, physical, and mental health parameters
[13]. The CAR was calculated, as suggested by Pruessner
and colleagues, using the area under the curve with re-
spect to the increase [34]. The calculation included the
sampling points of T1-T3 samples.

The diurnal cortisol slope is defined as the rate of de-
cline in cortisol levels during the day, from morning to
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evening. It was calculated using the T4 and the T5 sam-
ples. Previous studies have calculated the diurnal cortisol
slope using both awakening to bedtime or fixed time
points (morning to evening), and the implications of this
choice has received little attention [35]. In a previous
study by our group, we detected significant differences
between OCD patients with or without major depression
in a fixed time points diurnal cortisol slope (calculated
between 10 am. and 11 p.m.) but not in the awakening
to evening diurnal cortisol slope [6]. Some authors have
suggested that the CAR is influenced by different bio-
logical mechanisms than the rest of the diurnal cortisol
rhythm [36]. For this reason, in this study, we have de-
cided to use the diurnal cortisol slope using fixed time
points that do not include the awakening response (be-
tween 10 am. and 11 p.m.).

The DSTR reflects the cortisol suppression ratio to
dexamethasone, a glucocorticoid receptor agonist and
provides information about negative feedback of the
HPA axis. Thus, a lack of suppression after dexametha-
sone administration is considered a measure of gluco-
corticoid resistance. The DSTR was defined as the ratio
of cortisol between T4 and T6 samples (equivalent to
the ratio between cortisol at 10 am of two consecutive
days: before and after dexamethasone administration).
Higher ratios were indicative of greater suppression after
dexamethasone administration.

Statistical analysis

Data processing was performed using SPSS 23.0 (SPSS,
IBM, USA). Normal distribution for all variables was ex-
plored using histograms and normality tests (Kolmogorov-
Smirnov). In order to test for deviations from normality,
the distribution of all continuous variables was explored.
Measures with a skewed distribution were log transformed
(In) before its use in parametric tests (e.g., T test, Pearson
correlations) or in linear regression analyses when used as
dependent variables. This was the case for OCI-R and
Holmes-Rahe Social Readjustment scales. However, for
cortisol values, we opted for a power transformation
(X = (X°?° - 1)/0.26) to normalize the data, as pro-
posed by Miller and Plessow [37]. The diurnal cortisol slope
was calculated with and without transformed cortisol con-
centrations. However, when parametric tests and multivari-
ate analyses were performed, slopes were calculated using
transformed cortisol values. To calculate the DSTR,
untransformed cortisol values were used, performing the
power transformation after calculating the ratio [38].

T tests were used to compare continuous data between
men and women. Pearson correlations were used to explore
the relationship between continuous variables. Significance
was set at p < 0.05 (bilateral).

To explore the relationship between the status of the
HPA axis, the OC symptoms, and the psychometric scales,
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we conducted multiple regression analyses, considering
the HPA axis measures as the dependent variable in each
case. The following independent variables were entered in
each model with the enter procedure: female gender, age,
BMI, smoking, OCI-R scores, Holmes-Rahe Social
Readjustament Scale stress score, STAl-trait score, and
STAl-state anxiety score. The decision for including these
variables was based on the fact that they are known moder-
ators of HPA axis activity [5, 6, 13, 39]. As PSS showed a
high correlation with STAI anxiety subscales, we opted for
not including this variable in the multiple linear regression
analyses. Potential sex by OCI-R interactions were tested
with a forward selection procedure. Therefore, only signifi-
cant interactions were included in the final equations.

First, we performed three separate multiple regression
analysis using, in each one, a different HPA axis measure
(CAR, diurnal cortisol slope, and DSTR) as the dependent
variable. In these models, the OC symptoms, as the total
score of the OCI-R, together with stressful life events and
anxiety measures, were considered the independent
variables.

We also performed additional multiple regression ana-
lyses as an exploratory approach considering different
subscales of the OCI-R (checking, hoarding, neutralizing,
obsessing, ordering, and washing) in relation to each HPA
axis measure. In these multiple linear regression analyses,
one equation was performed for each OCI-R subscore that
was included in the model as an independent variable,
along with the same covariates as described before. Poten-
tial sex by OCI-R subscores interactions were also tested.

As only two women were receiving oral contraceptive
pills, we did not control for this treatment in multivari-
ate analyses. However, we repeated the main analyses
after excluding these two participants to be sure that the
results did not change.

Sample size calculation was performed with G power
3.1.9.2. (Franz Faul, Universitit Kiel, Germany). With an
alpha error of 0.05 and a beta error of 0.20 (statistical
power of 80%), considering an effect size () of 0.1 (small
to medium), the required sample size was determined to
be 172 for testing the main hypothesis with multiple linear
regression analyses that included 10 predictors.

Results

Characteristics of the sample

Demographic and clinical characteristics of the sample
are shown in Table 1. Significant sex differences were
found in BMI, as men had higher BMI than women. No
significant sex differences were found regarding age,
OCI-R total score and the OCI-R subscales and the
different psychometric tests evaluated. There were no
sex differences in cortisol concentrations at the different
sampling points or the three derived HPA axis measures
(Table 2).
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Table 1 Clinical characteristics from the sample
Men Women p
(N = 80) (N =103)

Age (years) 414 (184) 413 (17.6) 0.969
Education (years) 128 (3.7) 135 (3.8) 0.207
BMI (kg/m?) 26.0 (4.6) 240 (4.7) 0.006
Smokers, n (%) 19 (23.8) 16 (15.5) 0.161
Tobacco consumption (cig/d), all participants 33 (8.1) 14 (4.2) 0.058
Tobacco consumption (cig/d), only smokers 142 (114) 93 (6.6) 0.144
OCI-R

OCI-R total score 9.8 (8.8) 9.7 (8.9) 0.895

OCI-R hoarding score 24 (22) 2.7 (26) 0.823

OCI-R checking score 16 (1.8) 14 (2.1) 0.103

OCI-R ordering score 3.0 (25) 3021 0.547

OCI-R neutralizing score 07 (1.5 06(12) 0616

OCI-R washing score 06 (14) 0.7 (1.3) 0.254

OCI-R obsessing score 1522 14 (1.9) 0.972

OCI-R 221, n (%) 10 (12.5) 12 (11.7) 0.861
STAI

STAI-Trait Anxiety subscore 13.0 (8.0) 14.9 (8.7) 0.131

STAI-State Anxiety subscore 11.7 (79 10.9 (6.7) 0462
Perceived stress scale 170 (7.2) 17.7 (7.5) 0.523
Holmes-Rahe Social Readjustment Scale

Number of stressful life events 28 (2.6) 30 (2.6) 0572

Stress Score 823 (8.8) 90.1 (80.3) 0.356

Abbreviations: BMI body mass index, cig/d cigarettes per day, OCI-R Obsessive-Compulsive Inventory—Revised, STA/ State-Trait Anxiety Inventory. Quantitative

variables are presented as mean and standard deviation (SD).

Table 2 HPA axis measures by sex

Men Women p

N =80 N =103
Awakening cortisol (T1), nmol/L 16.0 (11.7) 17.2 (9.0) 0.256
30-min post-awakening cortisol (T2), nmol/L 250 (126) 246 (14.0) 0.499
60-min post-awakening cortisol (T3), nmol/L 199 (12.5) 213 (126) 0.559
10 a.m. cortisol (T4), nmol/L 134 (12.2) 12.1 (83) 0.780
11 p.m. cortisol (T5), nmol/L 3.7 (56) 3.1 (2.3) 0.965
10 a.m. post-dexamethasone cortisol (T6), nmol/L 7.7 (5.6) 3.1 (2.3) 0.229
CAR' 35.8 (59.8) 26.0 (61.6) 0.295
Diurnal cortisol slope* —0.95 (0.69) —1.08 (0.71) 0.393
DSTR® 4.7 (7.0) 10.3 (204) 0.086

Abbreviations: CAR cortisol awakening response, DSTR dexamethasone suppression test ratio

All variables presented in mean (SD). For cortisol concentrations (T1-T6), diurnal cortisol slope and DSTR, raw data are shown. P values for these HPA axis
measures are generated with transformed cortisol values (in the transformation of the DSTR, we calculated the ratio with untransformed cortisol values and

performed the power transformation after calculating the ratio)
TCAR was calculated with transformed cortisol values

*Diurnal cortisol slope was calculated using 10 a.m. and 11 p.m. samples

SDSTR = 10 a.m. cortisol/10 a.m. post-dexamethasone cortisol
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Correlation analyses

We explored the relationship of cortisol measurements
with the OCI-R and the psychometric tests. Taking all data
together, the CAR correlated significantly with stressful life
events (r = 0.17, p = 0.021), but not with perceived stress or
trait/state anxiety. When stratifying by sex (Table 3),
CAR correlated with the number of stressful life
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events (r = 0.30; p = 0.010) and Holmes-Rahe stress
score (r = 0.29, p = 0.021) only in males.

No correlation was found between OC symptoms and
HPA axis measures in the whole sample, but, stratifying
by sex, a blunted CAR was associated with ordering symp-
toms (r = —0.22, p = 0.032) in women, whereas a more
flattened diurnal cortisol slope was associated with

Table 3 Sex-stratified correlation analyses exploring the association between psychometric scales and hypothalamic-pituitary-

adrenal axis measures

Men (N = 80)

Number HRSRS stress PSS total STAl-state STAl-trait CAR Diurnal DSTR

of SLEs score score anxiety anxiety cortisol slope
Number of SLEs 1 0835" 0.163 0.109 0.080 0.300" 0210 —0.133
HRSRS stress score 0835 1 0073 —0001 —0059 0.290" 0225 -0.147
PSS total score 0.163 0073 1 0595 0603" 0.133 0202 ~0.145
STAl-state anxiety 0.109 —0.001 0595~ 1 0624 —0.091 0.012 - 0.066
STAl-trait anxiety 0.080 —0.059 0603" 0624 1 0.129 0.219 0.164
CAR 0300" 0.290" 0133 ~ 0091 0.129 1 0332" ~ 0064
Diurnal cortisol slope 0210 0225 0.202 0012 0219 0332”7 1 0043
DSTR -0133 -0.147 —0.145 — 0066 0.164 — 0064 0043 1
OCI-R total score 0.180 ~0031 0238 0235 0445" 0.110 0.185 0019
OCI-R washing 0.242" —-0012 0.298" 0310 0406 0.207 0.241" - 0063
OCI-R checking 0.073 - 0.140 0352" 0329" 0464 0.118 0.004 0.037
OCI-R ordering 0.162 ~0022 0.153 0.194 0352" 0062 0.135 0056
OCI-R obsessing 0.070 —-0023 0235 0246 0402" 0.171 0.163 —0046
OCIR hoarding 0.146 0035 0.060 0015 0.164 0.151 0255 -0.186
OCIR neutralizing 0.292" 0.045 0.207 0232 0381" 0.105 0.149 - 0039

Women (N = 103)

Number HRSRS stress PSS total STAl-state STAl-trait CAR Diurnal DSTR

of SLEs score score anxiety anxiety cortisol slope
Number of SLEs 1 0832" 0.120 -0.184 ~0003 0091 0045 - 0078
HRSRS stress score 0832" 1 0.248" 0016 0.254" 0.092 0.080 -0013
PSS total score 0.120 0.248" 1 0495" 0630 - 0067 0051 0.074
STAl-state anxiety —-0.184 0016 0495 1 06117 0013 —0.058 0.088
STAl-trait anxiety - 0003 0.254" 0630 0611 1 —-0.147 —-0017 0.130
CAR 0.091 0.092 — 0067 0013 -0.147 1 03817 0.148
Diurnal cortisol slope 0.045 0.080 0.051 —0.058 -0017 0381 1 0.151
DSTR -0078 -0013 0074 0.088 0.130 0.148 0.151 1
OCI-R total score 0.128 0.270" 0354" 0.131 0470 -0.176 -0013 -0036
OCIR washing 0.066 0085 0.100 0019 0.224" 0019 0043 0057
OCI-R checking 0.042 0.163 0.239" —0.069 0323" -0.120 — 0031 0.046
OCI-R ordering 0.087 0277 031" 0.185 0352 -0.220" —0.046 -0.127
OCI-R obsessing —0.085 0.005 0455 0.224" 0561 -0.19 0.110 0.095
OCI-R hoarding 0232 0.298" 0.168 —-0014 0232 0.001 0021 -0032
OCI-R neutralizing 0.065 0.238" 0406 0.145 0459 -0.138 0.007 -0019

Pearson’s correlation coefficients are shown. Significant results are marked with an asterisk ('p < 0.05; “p < 0.01)
Abbreviations: SLEs stressful life events, HRSRS Holmes-Rahe Social Readjustment Scale, STA/ State-Trait Anxiety Inventory, CAR cortisol awakening response, DSTR
dexamethasone suppression test ratio, OCI-R Obsessive-Compulsive Inventory—Revised.
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hoarding (r = 0.26; p = 0.024) and washing (r = 0.24;
p = 0.033) symptoms in men.

Multiple linear regression analyses

Results from the three different multiple regression ana-
lysis considering OC symptoms (OCI-R total score) as
the main independent variable and HPA axis measure-
ments as dependent variables, are shown in Table 4. We
found a female sex by OC symptoms significant inter-
action (standardized beta = - 0.322; p=0.023), indicating
that the relationship between OC symptoms and the
CAR differs between men and women. This interaction
has been depicted in Fig. 1, as there is a positive associ-
ation between OC symptoms and the CAR in men,
whereas a negative association is found in women. No
associations were found between OCI-R scores and
other HPA axis measures (diurnal cortisol slope, DSTR).
Trait anxiety was associated with an increased DSTR
(Table 3).

When repeating the multiple linear regression analyses
for each OCI-R subscore, a female sex by OC symptoms
from the obsessing dimension was found in the analyses
exploring the effect on the CAR (standardized beta = -
0.252, p = 0.032), which means that women with more
obsessions show a more blunted CAR response. In the
analyses regarding the diurnal cortisol slope, OC symp-
toms from the ordering dimension were associated with
a more flattened diurnal cortisol slope (standardized beta
= 0.365, p = 0.006), and a significant female sex by OC
ordering symptoms significant interaction was also
found (standardized beta = - 0.370, p = 0.019). These re-
sults indicate that men with ordering symptoms show a
more blunted diurnal cortisol slope whereas women
show a more negative slope. There were no significant
associations between OCI-R dimensions nor female sex
by OCI-R dimensions interactions in those equations for
the DSTR.
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When repeating the analyses excluding the two
women taking oral contraceptive pills, the results did
not change.

Discussion

Our study suggests that obsessive-compulsive symptoms
in healthy individuals are associated with subtle abnor-
malities in HPA axis measures and this association is
moderated by sex. A blunted CAR was associated with
the severity of both overall OC symptoms and obsessing
symptoms in women. A more flattened diurnal cortisol
slope was associated with ordering symptoms in men.
All these findings were adjusted for stressful life events
and trait and state anxiety, suggesting an independent
effect of OC symptoms on HPA axis activity.

There is little information in the scientific literature
regarding the relationship among OC symptoms and
HPA axis status. In fact, to our knowledge there is only
one study that has explored the differences in CAR or
diurnal cortisol slope in patients with OCD [6]. In that
study from our group, we did not find significant differ-
ences between OCD patients and healthy individuals in
CAR although OCD patients with comorbid major de-
pression had a more flattened cortisol diurnal slope. Few
studies have explored the HPA axis sensitivity of the
negative feedback with the classical DST test (adminis-
tration of 1 mg of dexamethasone and assessing cortisol
suppression in plasma), suggesting that OCD patients
show less suppression to dexamethasone than healthy
controls [40], particularly if they have comorbid major
depression [41, 42]. However, in recent studies from our
group using a very low dose of dexamethasone and
assessing the DSTR in saliva, no differences were found
between OCD and healthy controls nor between OCD
patients with or without comorbid depression [6]. In
that study a positive association between trait anxiety
and DSTR was found, which is in accordance with our

Table 4 Results of the multiple linear regression analyses exploring the relationship between obsessive-compulsive symptoms and

HPA axis measures

CAR Diurnal cortisol slope DSTR

Beta p Beta p Beta p
Female gender 0.115 0.306 —0.085 0.302 0.070 0.388
Age -0316 0.001 —0.040 0.698 0.146 0.149
BMI 0.029 0.756 —-0074 0.445 —0.090 0.346
Smoking (cig/day) 0.054 0489 0.028 0.726 -0.020 0.801
OCI-R total score 0.225 0.062 0.060 0.507 -0.123 0.167
HRSRS stress score 0.023 0.777 0.082 0.348 -0.027 0.752
STAI-Trait Anxiety 0.037 0.742 0.134 0.251 0.264 0.022
STAI-State Anxiety —0.071 0469 -0.147 0.151 -0.120 0.234
Female gender x OCI-R interaction -0322 0.023

Abbreviations: CAR cortisol awakening response, DSTR dexamethasone suppression test ratio, BMI body mass index, OCI-R Obsessive-Compulsive
Inventory—Revised, HRSRS Holmes-Rahe Social Readjustment Scale, STA/ State-Trait Anxiety Inventory



Melia et al. Biology of Sex Differences (2019) 10:55

Page 8 of 11

200 e Men
° Women
150 “~Men
">~ Women
100
o 507
<
(&)
0—
-50
-100
-150 °
I [ I [ I I
0 10 20 30 40 50

OCI-R

Fig. 1 Scatterplot of the relationship between obsessive-compulsive symptoms and the cortisol awakening response by sex

results in the current study, suggesting that trait anxiety
is more relevant for the DST than OC symptoms.
Although no previous studies have explored whether
there are sex differences in the relationship between OC
symptoms and HPA axis measures in healthy individ-
uals, some studies have explored whether there are sex
differences in the association between neuroticism and
HPA axis indices. In a previous study that included
undergraduated students and that assessed neuroticism
with the NEO five-factor inventory, salivary cortisol at
midday (between 10:30 a.m. and 2:30 p.m.) were posi-
tively associated with neuroticism in men and negatively
in women [43]. In another study that included university
students that were also assessed with the NEO 5-factor
inventory, men had more flattened diurnal cortisol
slopes but not differences in the CAR [44]. These two
studies are in line with our results that suggest more
flattened cortisol slopes in healthy individuals with more
ordering OC symptoms. However, it is difficult to com-
pare our results with the scientific literature because
particular studies focused on OC symptoms are lacking.
Clearly, further studies are needed to replicate our find-
ings. The distinct associations between particular OC
symptom dimensions and HPA axis measures might be
explained by differences in the brain correlates of these
symptom dimensions. As discussed in a recent review
[45], several OCD studies have found that increased se-
verity of aggressive/checking obsessions to be related to
smaller gray matter volume in the temporal lobes, ex-
tending into the amygdala and insula, as well as the left

orbitofrontal cortex (OFC), putamen, and right cerebel-
lum volume. In contrast, findings related to the order-
ing/symmetry dimension are less clear, and have
included both bigger and smaller volume of OFC, as well
as bigger volume of other frontal regions such as the
dorsal anterior cingular cortex and medial frontal cortex
[45]. Other studies have reported reduced hippocampal
volumes in OCD patients with more severe ordering and
checking symptoms [46]. The hippocampus, which ex-
erts negative feedback on the HPA axis via glucocortic-
oid and mineralocorticoid receptors, shows sex
differences in response to stressors, with less remodeling
of hippocampal CA3 dendrites in females after chronic
stress [47]. The hippocampus is also thought to play a
role in the cortisol awakening response, as subjects with
hippocampal damage show a blunted CAR [48]. Thus, it
is plausible that some findings regarding sex differences
on the association between OC symptoms and HPA axis
measures (e.g., blunted CAR and more prominent obses-
sing symptoms in women) could be explained by sex dif-
ferences in neurobiological substrates or brain regions
that are involved both in HPA axis regulation and the
clinical expression of OC symptoms. In line with this hy-
pothesis, in the MRI study by Ress et al. [46] which
assessed the relationship between OC symptom dimen-
sions and hippocampal volumes, greater volume reduc-
tions in the hippocampus were observed in a subset of
OCD patients that reported greater obsessing and check-
ing symptoms. Interestingly, in this study, there was a
significant main effect of sex on global hippocampal
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volume, which suggests that sex is a moderating variable
in the relationship between OC symptoms and hippo-
campal volumes. If this is the case, it is plausible that
there might also exist sex differences in the relation-
ship between the CAR and obsessing symptoms, be-
cause of the important role of the hippocampus on
both the regulation of the negative feedback of the
HPA axis and the CAR.

Some methodological decisions and limitations of our
study need to be discussed. We aimed to study the rela-
tionship between OC symptoms and HPA axis measures
in a non-clinical sample. This decision limits the
generalizability of the findings to individuals with OCD.
However, it allows to test the association between less
severe OC symptoms and subtle HPA axis abnormalities
that are not influenced by the severity of a clinical diag-
nosis, comorbid conditions (e.g., major depression), or
treatments. This “less biased” approach might help to
better explore whether a dysregulation of the HPA axis
is contributing to OC symptoms. We did only assess the
CAR over one day. As dexamethasone was administered
at 11:00 p.m., we dismissed the possibility of collecting
further CAR sampling the next day. Although partici-
pants were instructed to collect the saliva samples at
home at the specific times, the timing of the sampling
was not verified with objective methods (e.g., electronic
monitoring systems). Inaccurate sample timing can bias
CAR estimates [13]. Therefore, it is possible that differ-
ences in the accuracy of sampling times might be driven
by obsessive-compulsive symptoms (e.g., more accurate
sampling timing in people with more obsessive-
compulsive symptoms). As already explained in previous
studies from our group [6, 49], we used a very low dose
of dexamethasone (0.25mg) because salivary cortisol
presents more profound suppression than does plasma
cortisol and because we aimed to explore the DSTR as a
continuous measure (ratio), and the use of higher dexa-
methasone doses would not have allowed us to detect
subtle alterations in HPA axis regulation. The cross-
sectional design of our study prevents us from inferring
causality in the association between OC symptoms and
HPA axis measures. Some exploratory analyses were not
corrected for multiple testing (e.g., associations between
distinct OC symptom dimensions and different HPA
axis measures) [50]. However, it is important to under-
score that these results on OC symptom dimensions are
exploratory and that they need to be confirmed in fur-
ther confirmatory studies.

Perspectives and significance

Although we did not find sex differences in OC symp-
toms, state/trait anxiety or HPA axis measures in healthy
individuals, we found a different association between
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HPA axis activity and OC symptoms in women and
men. In summary, our study suggests that sex is a mod-
erator of the relationship between OC symptoms and
HPA axis functionality, as women with more obsessions
showed a more blunted CAR response. Future studies
need to replicate our findings in clinical populations in-
cluding OCD patients in order to know whether these
sex differences are also present in a more severe pheno-
type. Our study suggests that distinct OC symptom di-
mensions might show different associations with HPA
axis measures, and points out to the possibility that
these differences could be secondary to potential alter-
ations in neural substrates that are involved in the regu-
lation of the HPA axis and the clinical expression of OC
symptoms. Although this is a speculative issue, future re-
search is needed to shed light on this issue. In addition,
psychoneuroendocrinological studies exploring the asso-
ciation between OC or anxiety symptoms with HPA axis
activity need to control for potential sex differences.
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Material, métodos y resultados

4.2. Articulo original 2

Sex differences in the association between obsessive-
compulsive symptom dimensions and diurnal cortisol

patterns.

Antecedentes: Estudios previos en poblaciones no clinicas sugieren
que los sintomas OC estan asociados con medidas de la actividad del

eje HPA y que existen diferencias de sexo en estas asociaciones.

Métodos: Nuestro objetivo fue replicar estos hallazgos en una
muestra compuesta por 57 pacientes con TOC y 98 sujetos sanos. Las
dimensiones sintomaticas del TOC se valoraron con la DY-BOCS.
También se evaluaron los sintomas depresivos y la ansiedad rasgo y
estado. Se analizaron las siguientes medidas del eje HPA en muestras
de saliva: la pendiente diurna de cortisol (calculada utilizando dos
formulas: [1] del despertar a las 11 p.m. [pendiente diurna de
cortisol AWE] y [2] considerando puntos de tiempo fijos [pendiente
diurna de cortisol FTP] desde las 10 a.m. hasta las 11 p.m.) y la ratio
de supresion de cortisol con el test de supresidon de la dexametasona
(DSTR) tras la administracion una dosis de 0,25 mg de
dexametasona. Se llevaron a cabo analisis de regresidn lineal multiple
para explorar la contribucién de las dimensiones sintomaticas del TOC
en cada medida del eje HPA, ajustando por edad, sexo, IMC,

tabaquismo, ansiedad rasgo y sintomas depresivos.

Resultados: Se observd una asociacion sexo-especifica entre los
sintomas presentes en el momento de la evaluacidon para el estudio
de orden/simetria y la pendiente diurna de cortisol AWE (asociacién
positiva [pendiente aplanada] en hombres, asociacién inversa
[pendiente pronunciada] en mujeres. Se hallaron dos interacciones
similares entre el sexo y las dimensiones del TOC para los sintomas

agresivos y de orden/simetria a lo largo de la vida y ambas
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pendientes de cortisol diurno (FTP, AWE). Los sintomas de
acumulacion, tanto en el momento del estudio como a lo largo de la
vida, se asociaron a una pendiente diurna de cortisol FTP mas
aplanada en mujeres. El DSTR no se asocid con los sintomas TOC. La
interferencia en la funcionalidad a lo largo de la vida se asocid con

una pendiente diurna de cortisol AWE mas aplanada.

Conclusiones: Nuestro estudio sugiere que existen diferencias de
sexo en la asociacion entre los subtipos de TOC y medidas especificas
del eje HPA.
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Previous studies in non-clinical populations suggest that obsessive-compulsive symptoms are associated with
hypothalamic-pituitary-adrenal (HPA) axis measures and that there are sex differences in these associations. We
aimed to replicate these findings in a sample of 57 patients with obsessive-compulsive disorder (OCD) and 98
healthy subjects. Current and lifetime OCD symptom dimensions were assessed with the Dimensional Yale-Brown
Obsessive Compulsive Scale (DY-BOCS). Depressive symptoms and state and trait anxiety were also assessed. The
following HPA axis measures were analysed in saliva: the diurnal cortisol slope (calculated using two formulas:
[1] awakening to 11 p.m. [AWE diurnal slope] and [2] considering fixed time points [FTP diurnal slope] from 10
a.m. to 11 p.m.) and the dexamethasone suppression test ratio (DSTR) after 0.25 mg of dexamethasone. Multiple
linear regression analyses were conducted to explore the contribution of OCD symptom dimensions to each HPA
axis measure while adjusting for age, sex, BMI, smoking, trait anxiety and depressive symptoms. A sex-specific
association between current ordering/symmetry symptoms and AWE diurnal cortisol slope (positive association
[flattened slope] in men, inverse association [stepper slope] in women) was found. Two similar sex by OCD
dimensions interactions were found for lifetime aggressive and ordering/symmetry symptoms and both (FTP,
AWE) diurnal cortisol slopes. Current and lifetime hoarding symptoms were associated to a more flattened FTP
diurnal cortisol slope in women. The DSTR was not associated with OCD symptoms. The lifetime interference in
functionality was associated with a more flattened AWE diurnal cortisol slope. In conclusion, our study suggests
that there are sex differences in the association between OCD subtypes and specific HPA axis measures.

1. Introduction

Obsessive-compulsive disorder (OCD) shows clinical heterogeneity,
as patients with OCD may have obsessions and compulsions from
different symptom dimensions (Van Den Heuvel et al., 2009). Previous
studies suggest that there are sex differences in OCD symptoms, with
women reporting more cleaning obsessions and washing compulsions,

whereas men report more sexual and religious obsessions (Labad et al.,
2008). Neuroimaging studies suggest that the clinical expression of OCD
symptoms might be explained by distinct neural systems involved in the
major symptom dimensions of OCD (Reess et al., 2018; Van Den Heuvel
et al., 2009). However, other neurobiological mechanisms, such as
stress-related hormones, could also contribute to the clinical expression
of OCD symptom dimensions.
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A recent meta-analysis suggested that OCD is associated with the
hyperactivity of the hypothalamic-pituitary-adrenal (HPA) axis (Sou-
sa-Lima et al., 2019). OCD patients with comorbid major depression also
show a more flattened diurnal cortisol slope than those without major
depression (Labad et al., 2018). Information regarding the role of HPA
axis activity on OCD symptom dimensions in people with OCD is scarce.
Classic studies exploring the negative feedback of the HPA axis in OCD
with the dexamethasone suppression test (DST) indicate that the lack of
suppression depends upon comorbidity with major depression (Vallejo
et al., 1988). More recent studies (Labad et al., 2018) suggest that trait
anxiety plays an important role in the relationship between DST and
OCD/MDD comorbidity. Trait anxiety was associated with a reduced
cortisol suppression after dexamethasone administration in OCD pa-
tients without MDD but with a greater cortisol suppression in MDD
patients and OCD patients with comorbid MDD. In a previous study from
our group conducted in a non-clinical population of healthy individuals,
sex-specific associations between subtypes of obsessive-compulsive
symptoms and HPA axis measures were found: a blunted cortisol
awakening response (CAR) was associated with obsessing symptoms in
women, whereas a more flattened diurnal cortisol slope was associated
with ordering symptoms in men (Melia et al., 2019). In this study, the
DST was not associated with specific obsessive-compulsive symptoms.

Animal and human studies suggest that there are sex differences in
HPA axis activity, with a greater secretion of glucocorticoid hormones
and lowered glucocorticoid-mediated negative feedback regulation
(reduced DST) in females when compared to males (Goel et al., 2014). It
has been suggested that sex steroids contribute to these differences, as
oestrogen reduces, while testosterone enhances the efficacy of
glucocorticoid-mediated suppression of the HPA axis, which may
partially explain the sex difference in stress recovery (for a review, see
(Goel et al., 2014)). The serotoninergic system, which is involved in the
pathogenesis of OCD (Zohar et al., 2000), might also contribute to some
of the sex differences in the HPA axis activity. For instance, animal
studies suggest that selective serotonin reuptake inhibitors (SSRIs) and
5-HT;a agonists produce greater adrenocorticotropic hormone (ACTH)
secretion in female rats (Goel et al., 2014). It is also important to un-
derscore that some regions that are critical for the regulation of the HPA
axis might be involved in the clinical expression of OCD symptoms di-
mensions. For instance, the hippocampus and prefrontal cortex express
glucocorticoid and mineralocorticoid receptors in high abundance and
participate in the feedback regulation of the HPA axis (Herman et al.,
2016). The hippocampus is also thought to be involved in the CAR
because people with hippocampal damage show a blunted CAR
(Buchanan et al., 2004). Other studies also suggest that there are
interactive effects of the s allele variant of the serotonin transporter gene
(5-HTT) and waking cortisol levels on reduced hippocampal volume
(O’Hara et al., 2007). Interestingly, OCD patients with greater severity
of ordering and checking symptoms show lower hippocampal volumes
(Reess et al., 2018).

Therefore, we aimed to replicate our previous study in a clinical
sample of patients with OCD to explore whether OCD symptom di-
mensions are associated with HPA axis measures. We hypothesized that
distinct dimensions of OCD would be associated with specific HPA axis
abnormalities with sex-specific associations (e.g., an association be-
tween a more flattened diurnal cortisol slope in men with more symp-
toms from the ordering/symmetry dimension).

2. Methods
2.1. Sample

Fifty-seven patients (40.3% women, 42.9 + 11.4 years) with a DSM-
IV OCD diagnosis attending the OCD Unit of the Psychiatry Department
at Bellvitge University Hospital (Hospitalet de Llobregat, Barcelona,
Spain) were consecutively recruited. An age- and sex-matched control
group of 98 healthy subjects (HS) (51.0% women, 43.9 + 14.1 years)
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from the same geographic area was included. All OCD patients and HS
participated in a previous study exploring different hypotheses (Labad
et al., 2018). The original project included patients with OCD, major
depressive disorder (MDD) and HS. Its main aim was to study whether
HPA axis activity is involved in the clinical phenotype of OCD and MDD
and the comorbidity OCD/MDD. In the original investigation, no pre-
vious hypotheses regarding OCD symptom dimensions were formulated.
The current study addresses these new hypotheses. The inclusion and
exclusion criteria of the original study have been described elsewhere
(Labad et al., 2018). In brief, all OCD patients were adults of European
origin (because a genetic study was also conducted) and were attending
a referral OCD unit. Exclusion criteria were: <18 years, non-Caucasian
ethnicity, a diagnosis of other psychiatric disorders including sub-
stance abuse or dependence (except nicotine), intellectual disability,
neurological disorders, severe medical conditions, pregnancy or puer-
perium, having received electroconvulsive therapy in the previous year,
or corticosteroid treatment in the previous three months. None of the
female participants was receiving hormonal contraceptive treatment.
Fifty five out of 57 (96.5%) OCD patients received antidepressant
treatment: 43 (75.4%) SSRIs, 21 (36.8%) tricyclic antidepressants, 6
(10.5%) dual-action antidepressants, 4 (7.0%) other antidepressants.
Twenty-eight (49.1%) patients were receiving benzodiazepines, and 16
(28.1%) were taking antipsychotic drugs.

The study was approved by the Ethics Committee of Bellvitge Uni-
versity Hospital. All participants provided written informed consent
after receiving a full explanation of the study.

2.2. Clinical assessment

The Mini-International Neuropsychiatric Interview (MINI) (Sheehan
et al., 1998) was administered to all patients by an experienced psy-
chiatrist. All patients met the DSM-IV-TR criteria for OCD. Twenty-two
patients (38.6%) also met the criteria for major depression. HS had a
Goldberg General Health Questionnaire (GHQ-28) (Lobo et al., 1986)
score less than 7 and reported no past or current history of psychiatric
disorders (assessed in a semi-structured interview by an experienced
psychiatrist).

Sociodemographic and clinical variables were assessed by semi-
structured interviews. The 17-item Hamilton Depression Rating Scale
(HAM-D) (Hamilton, 1960) and the State-Trait Anxiety Inventory (STAI)
(Spielberger, 1983) were administered to assess depressive and anxiety
symptoms.

The Dimensional Yale-Brown Obsessive Compulsive Scale (DY-
YBOCS) (Rosario-Campos et al., 2006) was used to assess the current
(previous week) and lifetime (worst ever) presence of OCD symptoms
from six different symptom dimensions in OCD patients: (1) aggression
(or harm-related) obsessions and related compulsions, (2) sexual/reli-
gious obsessions and related compulsions, (3) symmetry obsessions and
compulsions to count or order/arrange, (4) contamination obsessions
and cleaning compulsions, (5) hoarding obsessions and compulsions and
(6) miscellaneous obsessions and compulsions (e.g., somatic concerns
and superstitions). Severity for each dimension was reviewed by an
experienced psychiatrist who measured it on three ordinal scales with
six anchor points dealing with symptom frequency (0-5), distress
generated (0-5) and functioning interference (0-5) during the current
(previous week) or lifetime (worst ever) assessed periods.

The overall level of current or lifetime impairment (DY-BOCS
impairment scale) was also measured, ranging from ‘none’ (0 points) to
‘severe’ (15 points).

The Yale-Brown Obsessive Compulsive Scale (Y-BOCS) (Goodman
et al, 1989) was administered to assess the severity of overall
obsessive-compulsive symptoms in OCD patients.

Weight and height were measured in all participants to calculate
body mass index using the formula weight (kg)/height (m?).
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2.3. Hormonal measures

Saliva was collected at home using Salivette® (Sarstedt AG & Co.,
Niimbrecht, Germany) containers, as explained before (Labad et al.,
2018). Saliva samples were obtained at awakening, 30 and 60 min after
awakening, at 10 a.m., and at 11 p.m. on the same day. Participants were
told to take a very low dose of dexamethasone (0.25 mg) at 11 p.m., just
after the evening sampling. Another saliva sample was obtained the
following day at 10 a.m.

Salivette containers were frozen (—20 °C), centrifuged, aliquoted,
and frozen again until analysis by enzyme-linked immunosorbent assay
(IBL International, Hamburg, Germany) to determine saliva cortisol
levels.

Our study analysed two HPA axis measures: diurnal cortisol slope
and the DST.

The diurnal cortisol slope is the rate of decline in cortisol levels
across the day, from morning to evening, and it reflects the diurnal
cortisol rhythm. As explained in our previous study (Labad et al., 2018),
we considered two diurnal slopes: 1) the awakening to evening slope
(AWE diurnal slope), calculated as the slope between awakening and 11
p-m. samples; and 2) the fixed time point slope (FTP diurnal slope),
calculated as the slope between 10 a.m. and 11 p.m.

The cortisol suppression ratio in the DST (DSTR) was defined as the
ratio of cortisol at 10 a.m./cortisol at 10 a.m. after dexamethasone
administration, with higher ratios indicating greater suppression after
dexamethasone administration.

2.4. Statistical analyses

Data processing was performed using SPSS 21.0 (SPSS, IBM, USA).
Cortisol data were transformed with a Box-Cox transformation as pre-
viously described (Labad et al., 2018).

The chi-squared test was used to compare categorical data among
groups. Continuous data (cortisol measures, psychometric scales) were
compared between groups by means of a t-test or an ANCOVA. Sex and
OCD diagnosis were considered two independent dichotomous factors in
ANCOVA analyses including both patients and HS, which allowed tests
of the interaction between sex and OCD diagnosis. We also explored the
relationship between Y-BOCS scores and HPA axis measures with a
Pearson’s correlation analysis. A p-value <0.05 (two-tailed) was
considered to be significant.

Multiple linear regression analyses were used to explore the associ-
ation between OCD symptoms and HPA axis measures. Our hypothesis
was tested with the current (previous week) ratings of the DY-BOCS
scale. However, exploratory analyses were also performed for the life-
time (worst ever) ratings. A separate multiple linear regression analysis
was conducted for each of the three studied HPA axis measures (AWE
diurnal slope, FTP diurnal slope and the DSTR), which were considered
the dependent variables. Analyses exploring the association with OCD
symptom dimensions included all 6 DY-BOCS subscales as independent
variables and included the following covariates: age, sex, BMI, smoking,
STAI-Trait and HAM-D. Interactions between sex and DY-BOCS sub-
scales were tested, and those significant interactions were included in
the final model. We repeated the analyses for the impairment subscale
with the same covariates. In relation to the selection of anxiety measures
as covariates, we only included STAI-Trait for avoiding multicollinearity
problems with STAI-State (as both anxiety subscores were highly
correlated). As OCD patients with greater trait anxiety have shown a
reduced cortisol suppression after dexamethasone administration
(Labad et al., 2018), we opted for adjusting multivariate analyses for
STAI-Trait scores.
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3. Results
3.1. Descriptive and ANOVA analyses

Cortisol measures and psychometric scales are shown in Table 1.
Regarding HPA axis measures, a sex by OCD diagnosis interaction was
found for the FTP diurnal slope and the DSTR. Women with OCD showed
a more flattened FTP diurnal cortisol slope and a lower DSTR than the
other groups (Table 1). HAM-D and STAI scores were higher in OCD
patients than in HS. Women reported more current and lifetime clean-
ing/washing symptoms than men (Table S1).

The prevalence of OCD symptoms in the sample was: 68.5%
aggressive, 25.1% sexual/religious, 45.6% ordering/symmetry, 40.4%
washing/cleaning, 8.8% hoarding and 12.3% miscellaneous. There were
significant sex differences only in the contamination/cleaning dimen-
sion, with a greater proportion of these type of symptoms in women
when compared to men (56.5% vs 29.4%, p = 0.041). The mean
(standard deviation) DY-BOCS scores (current, previous week) for each
OCD symptom dimension only considering those patients reporting at
least one symptom for each dimension were: 7.0 (3.2) for aggressive, 7.3
(3.8) for sexual/religious, 6.0 (2.9) for ordering/symmetry, 8.9 (3.2) for
washing/cleaning, 5.3 (2.6) for hoarding and 6.4 (1.9) for
miscellaneous.

3.2. Correlations between Y-BOCS scores and HPA axis measures

Y-BOCS scores were not associated with the DSTR (r = —0.09, p =
0.347), the FTP diurnal cortisol slope (r = —0.16, p = 0.109) or the AWE
diurnal cortisol slope (r = 0.01, p = 0.946).

3.3. Multiple linear regression analysis (current OCD symptom
dimensions and HPA axis measures)

Regarding multiple linear regression analyses for current OCD
symptoms (Table 2), a female sex by ordering/symmetry symptoms
significant interaction was found for the AWE diurnal slope, which
means that the association between this dimension and this HPA axis
measure differs by sex (Fig. 1; men with more ordering/symmetry
symptoms showed a more flattened AWE diurnal slope whereas women
with more ordering/symmetry symptoms showed the inverse relation-
ship). In the equation for FTP diurnal slope (Table 2), ordering symp-
toms were associated with a more flattened slope. Moreover, a
significant interaction was found for female sex by hoarding symptoms
(women with more hoarding symptoms had a more flattened FTP
diurnal cortisol slope). No associations were found for the DSTR.

3.4. Multiple linear regression analysis (lifetime OCD symptom
dimensions and HPA axis measures)

The multiple linear regression analyses for lifetime symptoms
showed two significant negative interactions (female sex by ordering/
symmetry symptoms and female sex by aggressive symptoms) for both
AWE and FTP diurnal slopes and an additional significant positive
interaction between female sex and hoarding symptoms (Table S2) for
the FTP diurnal slope. The severity of depressive symptoms (HAM-D)
was associated with a more flattened FTP diurnal slope.

3.5. Multiple linear regression analysis considering interference in
functionality (DY-BOCS impairment scale)

DY-BOCS current interference in functionality was not associated
with any HPA axis measure (Table S3). However, lifetime interference in
functionality was associated with a more flattened AWE diurnal slope
(Table S4).
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Table 1
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Hypothalamic-pituitary-adrenal axis measures and mood and anxiety scales by sex and diagnostic group.

Male HS (N = Female HS (N = Male OCD (N = Female OCD (N = ANCOVA (P values)
48) 50) 34 23) Sex 0oCD Sex x OCD
effect effect effect
HPA axis measures
Awakening cortisol (nmol/L) 14.9 (7.8) 16.8 (8.4) 15.7 (9.5) 16.5 (8.2) 0.539 0.896 0.475
30-min post-awakening cortisol 23.8(10.8) 25.4 (12.2) 22.6 (13.2) 23.8 (11.5) 0.801 0.204 0.550
(nmol/L)
60-min post-awakening cortisol 16.5 (7.9) 18.9 (9.7) 15.3 (8.3) 15.5 (6.6) 0.288 0.261 0.689
(nmol/L)
10 a.m. cortisol (nmol/L) 10.1 (7.1) 11.2 (6.8) 11.2 (6.8) 9.0 (5.8) 0.722 0.639 0.092
11 p.m. cortisol (nmol/L) 2.9 (2.5) 2.1 (1.3) 2.8 (1.5) 3.2(2.7) 0.072 0.678 0.216
10 a.m. post-DXM cortisol (nmol/L) 5.9 (5.5) 5.2 (4.5) 4.4 (4.1) 6.9 (4.8) 0.686 0.195 0.103
AWE diurnal cortisol slope® —0.20 (0.09) —-0.21 (0.11) —0.22 (0.10) —-0.19 (0.13) 0.638 0.890 0.340
FTP diurnal cortisol slope” —0.14 (0.11) —0.16 (0.09) —0.18 (0.10) —0.11 (0.11) 0.154 0.889 0.014
DSTR” 5.0 (7.2) 8.8 (13.3) 8.4 (18.1) 2.8 (3.8) 0.576 0.138 0.031
Psychometric scales
HAM-D 0.6 (0.9) 0.7 (1.2) 8.0 (5.7) 8.1 (4.8) 0.815 <0.001 0.936
STAI-State 10.9 (7.4) 10.4 (6.7) 27.7 (15.9) 25.2 (15.2) 0.435 <0.001 0.612
STAI-Trait 12.0 (7.2) 14.7 (8.9) 33.9 (14.2) 35.1(9.8) 0.272 <0.001 0.663

Abbreviations: HS= Healthy subjects; OCD= Obsessive-compulsive disorder; DXM = Dexamethasone; DSTR = Dexamethasone suppression test ratio, HAM-D =

Hamilton Depression Rating Scale; STAI= State and Train Anxiety Inventory.
All variables are presented as the mean (SD) or n (%).

Cortisol raw scores and untransformed DSTR are shown. P values calculated on the basis of transformed cortisol and DSTR values.
# Diurnal cortisol slopes were calculated with transformed cortisol values (AWE from awakening to 11 p.m.; FTP from 10 a.m. to 11 p.m.).

> DSTR = 10 a.m. cortisol/10 a.m. post-DXM cortisol.

Table 2
Results of the multiple linear regression analyses exploring the association be-
tween current DY-BOCS (previous) dimensions and HPA axis measures.

AWE diurnal FTP diurnal slope =~ DSTR
slope
B p B P B p
value value value
Female sex 0.481 0.031 0.170 0.322 -0.276  0.115
Age -0.048 0.773  0.076 0.608  0.000 1.000
Smoking —0.070 0.665 0.076 0.608 —0.063 0.699
BMI 0.023 0.894 —0.067 0.403 —0.163 0.379
STAI-Trait 0.157 0.472 —0.135  0.493  0.044 0.839
HAM-D 0.070 0.721 0.124 0.496 -0.120  0.545
DY-BOCS —0.080 0.639 —0.178 0.276 —0.134 0.441
aggressive
DY-BOCS sexual/ -0.173  0.339 —0.001  0.994  0.267 0.157
religious
DY-BOCS ordering/ 0.574 0.012 0.425 0.015 -0.117 0.512
symmetry
DY-BOCS cleaning/ 0.023 0.906  0.004 0.927 -0.206  0.317
washing
DY-BOCS hoarding —0.048  0.778 -0.210  0.234 —0.032  0.849
DY-BOCS 0.130 0.401 0.088 0.546 —0.008  0.962
miscellaneous
Interactions
Female sex by DY- -0.675  0.015
BOCS ordering/
symmetry
Female sex by DY- 0.419 0.029

BOCS hoarding

Abbreviations: DY-BOCS = Dimensional Yale-Brown Obsessive Compulsive
Scale; HPA= Hypothalamic-pituitary-adrenal; BMI= Body-mass index; STAI=
State-Trait Anxiety Inventory; HAM-D = Hamilton Depression Rating Scale;
AWE = Awakening to evening; FTP= Fixed time point; DSTR = Dexamethasone
suppression test ratio.

4. Discussion

Our study is the first to explore the relationship between OCD
symptom dimensions and HPA axis measures in a clinical sample of
patients with OCD. We replicated our previous study in a non-clinical
sample (Melia et al., 2019) by showing a sex-specific association be-
tween current ordering/symmetry symptoms and the AWE diurnal
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Fig. 1. Scatterplot graph of the relationship between DY-BOCS ordering/sym-
metry symptoms and AWE diurnal cortisol slope in 57 patients with OCD. Sex-
stratified analysis.Abbreviation: DY-BOCS = Dimensional Yale-Brown Obses-
sive Compulsive Scale; AWE = Awakening to evening; OCD= Obsessive-
compulsive disorder.

cortisol slope (positive association [flattened slope] in men, inverse
association [stepper slope] in women). Additionally, we also found this
same sex-specific association between lifetime aggressive symptoms and
lifetime ordering/symmetry symptoms and both diurnal cortisol slopes
(FTP and AWE diurnal slopes). Current and lifetime hoarding symptoms
were also associated to a more flattened FTP diurnal cortisol slope in
women. The DSTR was not associated with any subtype of OCD symp-
toms. The lifetime interference of the disorder in functionality was also
associated with a more flattened AWE diurnal cortisol slope.

These findings underscore that the HPA axis seems to play a role in
the clinical expression of OCD, independent of age, BMI, smoking or trait
anxiety, as these variables were included as covariates in all multivariate
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analyses. The fact that the same sex-specific association (more flattened
diurnal slope with ordering/symmetry symptoms in men) has also been
found in healthy individuals (Melia et al., 2019) suggests that the
diurnal secretion of cortisol could be a trait biomarker in relation to a
particular subtype of OCD dimension (ordering/symmetry). Interest-
ingly, lower hippocampal volumes have been described in OCD patients
with a higher severity of ordering symptoms (Reess et al., 2018), which
suggests that these OCD symptom dimensions might have a distinct
neurobiological background. As the hippocampus plays a key role in the
regulation of the negative feedback of the HPA axis (Lupien et al., 2018),
it is possible that patients with more ordering/symmetry symptoms
show subtle abnormalities in the hippocampus and an altered regulation
of the HPA axis. Our cross-sectional design does not allow us to infer
causality, although a potential but speculative explanation (as also
discussed in (Labad et al., 2018)) for the association between some OCD
features with a more flattened diurnal slope could also be that chronic
OCD symptoms might induce a long period of stress-induced hypotha-
lamic CRH secretion, leading to a downregulation of CRH receptors in
the pituitary and resulting in reduced ACTH and cortisol levels. In line
with this hypothesis, ordering symptoms have been associated with a
more chronic course of the disorder (Visser et al., 2014). The association
with lifetime interference in functionality and a more flattened diurnal
cortisol slope could also indicate a more chronic course of OCD symp-
toms. However, the comparable findings between current and lifetime
DY-BOCS scores and some HPA axis measures could also suggest that
symptom scores of patients are stable over time, rather than linking
subtle HPA axis abnormalities with the chronic course of the disorder.

The association between hoarding symptoms and a steeper diurnal
cortisol slope in women with OCD seems to be a less robust finding in
terms of a potential trait biomarker, as this association was not found in
our previous study in a non-clinical population (Melia et al., 2019).
Further studies are needed to replicate our findings, as our study is the
first to show an association between HPA axis activity and hoarding in
OCD patients.

Some methodological decisions need to be discussed. As our project
had the limitation of only measuring the CAR over one day (Stalder
et al., 2017), we did not include this measure in the analysis of the
current study. Future studies might examine the CAR, along with other
HPA axis measures. The calculation of the diurnal cortisol slope might
consider awakening or fixed time points. Although some authors suggest
that the diurnal cortisol slope should be calculated considering indi-
vidual awakening times, rather than fixed times, the implications of this
choice have not been adequately studied in the literature (Adam et al.,
2017). Other authors suggest that the CAR is influenced by different
biological mechanisms than the rest of the diurnal cortisol rhythm (Clow
et al., 2010). For this reason, we decided to consider both diurnal
cortisol measures (FTP vs AWE). When considering both FPT and AWE
diurnal cortisol slopes, a greater effect size for the interaction between
female sex and ordering/symmetry symptoms (for both current and
lifetime symptoms) was found for the AWE diurnal slope. Although both
FTP and AWE cortisol are similar constructs, the calculation of the AWE
diurnal slope involves cortisol at awakening as the first time point,
whereas the FTP diurnal slope takes into account morning cortisol (10 a.
m.). It has been suggested that the hippocampus is involved in the
regulation of pre-awakening cortisol secretion (Clow et al., 2010). In
patients with OCD, ordering/symmetry symptoms have been linked to
reduced hippocampal volumes (Reess et al., 2018). Although less studies
have reported associations between hoarding symptoms and hippo-
campal volumes in OCD patients, there is one study that found an as-
sociation between hoarding behaviours and reduced hippocampal
volumes in people with frontotemporal dementia (Mitchell et al., 2019).
If hippocampal integrity is important for the regulation of cortisol
secretion, it is plausible that those patients reporting OCD symptoms
that might be influenced by hippocampal functioning (e.g. order-
ing/symmetry, hoarding) also show altered HPA axis functioning.

If our results are confirmed in other samples, future clinical trials of
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drugs targeting the HPA axis (e.g. glucocorticoid receptor antagonists
such as mifepristone) might select subgroups of patients based on the
combination of clinical symptoms and endocrinological phenotypes
with sex-specific patterns (e.g. ordering/symmetry symptoms in men
with a flattened diurnal cortisol slope). This personalised therapeutic
approach could be considered an augmentation strategy in particular
cases with persistent OCD symptoms after antidepressant or psycho-
therapeutic treatments.

Other HPA axis measures such as the DSTR do not seem to be asso-
ciated with a particular phenotype based on OCD symptom dimensions.
Our findings are in accordance with previous studies suggesting that
DST abnormalities in OCD are not specific HPA axis alterations of the
disorder (Vallejo et al., 1988).

In conclusion, our study suggests that there are sex differences in the
association between OCD subtypes and specific HPA axis measures. A
more flattened diurnal cortisol slope seems to be a trait marker in men
with OCD and more prominent ordering/symmetry symptoms.
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Table S1. Y-BOCS and DY-BOCS scores (current and lifetime) by sex in 57 patients with
OCD.

Men Women
(N=34) (N=23) P value’
Y-BOCS (total score) 20.8 (6.1) 23.6 (3.9) 0.056
Current (previous week) DY-BOCS
Aggressive dimension 5.7 (4.2) 3.8 (4.0) 0.104
Sexual/religious dimension 2.6 (4.1) 2.8 (4.5) 0.871
Ordering/symmetry dimension 3.0 (3.8) 2.5(3.3) 0.589
Cleaning/washing dimension 2.1 (3.6) 5.5(5.6) 0.020
Hoarding dimension 0.5 (1.8) 0.2 (1.1) 0.505
Miscellaneous dimension 1.2 (2.6) 0.4 (1.7) 0.167
DY-BOCS impairment scale 8.8 (2.6) 8.6 (3.4) 0.826
Lifetime (worst ever) DY-BOCS
Aggressive dimension 6.7 (4.3) 4.7(5.1) 0.136
Sexual/religious dimension 3.0 (4.6) 3.1(5.0) 0.928
Ordering/symmetry dimension 2.9 (3.7 3.3(4.2) 0.710
Cleaning/washing dimension 2.3(3.9) 6.9 (6.3) 0.004
Hoarding dimension 0.7 (2.0) 0.3(1.5) 0.432
Miscellaneous dimension 1.3 (3.0) 0.5 (2.5) 0.310
DY-BOCS impairment scale 9.8 (3.1) 11.0 (2.8) 0.153

Abbreviations: Y-BOCS= Yale-Brown Obsessive Compulsive Scale; DY-BOCS= Dimensional Yale-
Brown Obsessive Compulsive Scale

"T-test was applied for comparing Y-BOCS and DY-BOCS scores between men and women.



Table S2. Results of the multiple linear regression analyses exploring the association between lifetime DY-BOCS (worst ever) dimensions and HPA axis
measures.

AWE diurnal slope FTP diurnal slope DSTR
B P value B P value B P value

Female sex 0.961 <0.001 0.829 0.001 -0.271 0.114
Age -0.001 0.994 0.032 0.810 0.012 0.940
Smoking -0.093 0.506 -0.017 0.897 -0.082 0.455
BMI -0.007 0.964 -0.125 0.412 -0.138 0.455
STAI-Trait 0.196 0.289 0.141 0.418 0.017 0.936
HAM-D 0.265 0.142 0.344 0.046 -0.114 0.553
DY-BOCS aggressive -0.135 0.476 -0.017 0.928 -0.203 0.227
DY-BOCS sexual/religious -0.269 0.073 -0.126 0.380 0.262 0.137
DY-BOCS ordering/symmetry 0.564 0.006 0.550 0.007 -0.049 0.783
DY-BOCS cleaning/washing -0.122 0.483 -0.182 0.265 -0.247 0.214
DY-BOCS hoarding 0.009 0.771 -0.264 0.120 -0.070 0.665
DY-BOCS miscellaneous 0.117 0.384 0.075 0.562 -0.037 0.810
Interactions

Female sex by DY-BOCS -0.832 0.001 -0.517 0.023

ordering/symmetry

Female sex by DY-BOCS -0.526 0.026 -0.505 0.028

aggressive

Female sex by DY-BOCS 0.465 0.010

hoarding




Abbreviations: DY-BOCS= Dimensional Yale-Brown Obsessive Compulsive Scale; HAM-D= Hamilton Depression Rating Scale; HP A= Hypothalamic-pituitary-adrenal;

AWE= Awakening to evening; FTP= Fixed time points; DSTR= Dexamethasone suppression test ratio, BMI= Body-mass index; STAI= State-Trait Anxiety Inventory.



Table S3. Results of the multiple linear regression analyses exploring the association between current DY-BOCS (previous week) interference and HPA axis
measures.

AWE diurnal slope FTP diurnal slope DSTR
B P value B P value B P value
Female sex 0.160 0.320 0.296 0.056 -0.289 0.069
Age 0.128 0.427 0.161 0.296 -0.045 0.774
Smoking 0.017 0.916 0.053 0.718 -0.035 0.816
BMI -0.044 0.791 -0.095 0.540 -0.028 0.862
STAI-Trait 0.216 0.263 -0.229 0.214 0.077 0.682
HAM-D -0.028 0.884 0.180 0.330 -0.147 0.439
DY-BOCS interference 0.228 0.140 0.180 0.330 -0.141 0.356

Abbreviations: DY-BOCS= Dimensional Yale-Brown Obsessive Compulsive Scale; HP A= Hypothalamic-pituitary-adrenal; AWE= Awakening to evening; FTP= Fixed time
points; DSTR= Dexamethasone suppression test ratio; BMI= Body-mass index; STAI= State-Trait Anxiety Inventory; HAM-D= Hamilton Depression Rating Scale; =

Standardized beta regression coefficient.



Table S4. Results of the multiple linear regression analyses exploring the association between lifetime DY-BOCS (worst ever) interference and HPA axis
measures.

AWE diurnal slope FTP diurnal slope DSTR
B P value B P value B P value
Female sex 0.120 0.435 0.291 0.052 0.274 0.082
Age 0.142 0.347 0.190 0.195 0.274 0.082
Smoking -0.030 0.752 -0.005 0.970 -0.008 0.957
BMI -0.050 0.752 -0.124 0.404 -0.017 0.915
STAI-Trait 0.255 0.167 -0.180 0.311 0.068 0.715
HAM-D -0.060 0.748 0.193 0.287 -0.173 0.366
DY-BOCS interference 0.310 0.041 0.159 0.276 -0.056 0.714

Abbreviations: DY-BOCS= Dimensional Yale-Brown Obsessive Compulsive Scale; HP A= Hypothalamic-pituitary-adrenal; AWE= Awakening to evening; FTP= Fixed time
points; DSTR= Dexamethasone suppression test ratio; BMI= Body-mass index; STAI= State-Trait Anxiety Inventory; HAM-D= Hamilton Depression Rating Scale; f=

Standardized beta regression coefficient.
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Los estudios que componen la presente tesis doctoral son pioneros en
analizar la asociacion de las dimensiones sintomaticas OC con
diferentes medidas dinamicas del funcionamiento del eje HPA tanto
en una muestra no clinica reclutada de la poblacion general, como en
una muestra clinica de pacientes diagnosticados de TOC, teniendo en
cuenta una serie de covariables relevantes. Se han detectado
asociaciones que ponen de manifiesto el papel del sexo en la relacion
entre la actividad del eje HPA y la clinica OC. El resultado global de
estos estudios es que los sintomas OC estan asociados con
anormalidades sutiles del eje HPA en ambas poblaciones y que

algunas de estas asociaciones estan moduladas por el sexo.

Se ha descrito que los sintomas OC existen en un continuo, que va
desde manifestaciones leves y subclinicas en la poblacion general
hasta sintomas mas graves que alcanzan el umbral diagndstico del
diagndstico categorial de TOC (44). Al examinar tanto a individuos
sanos como a pacientes con TOC, estos estudios brindan evidencia
solida de que la actividad del eje HPA estad asociada con la presencia
y la gravedad de los sintomas OC. Esto implica que los hallazgos de
los estudios presentados no solo son relevantes para los pacientes
diagnosticados con TOC, sino que también tienen implicaciones para
la compresion y la identificacion de aquellos individuos en el extremo
inferior del continuo que podrian estar en riesgo de desarrollar el
trastorno. En este sentido, los resultados de los estudios presentados
contribuyen a una mejor comprensién de la fisiopatologia del TOC y

su relacién con el eje HPA.

La importancia de esta aproximacién reside en que existen
diferencias de sexo en el funcionamiento del eje HPA, documentadas
desde el periodo neonatal (50), pero la respuesta al estrés diferencial
entre hombres y mujeres es conflictiva, con algunos estudios que no
muestran diferencias (81). Ademas, el tipo de estresor parece influir

en la respuesta del eje HPA (61). El sexo también juega un papel
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importante en la expresion clinica del TOC, ya que se ha descrito que
las mujeres, en comparacion a los hombres, presentan mas sintomas
de contaminacion/limpieza (19,77-79), mas obsesiones agresivas y
sintomas de acumulaciéon (78), mas obsesiones somaticas (77),
menos obsesiones sexuales/religiosas (19,80) y menos compulsiones

de comprobacién y repetitivas (80).

Si bien se conoce el papel relevante del sexo en la actividad del eje
HPA y la expresion clinica de los sintomas OC, existe poca
informacion en la literatura cientifica que relacione estos sintomas vy
el estado del eje HPA, tanto en la poblacion general, como en
pacientes con TOC. Los primeros estudios que abordaron estos
aspectos, utilizaron medidas de las hormonas del eje HPA en el LCR y
en sangre (72), describiéndose en pacientes con TOC, valores
elevados de la CRH en el LCR, una mayor secrecién de la ACTH (73) y
unos valores basales de cortisol elevados en el suero (74,75), aunque
estos estudios no exploraron de forma especifica si habia diferencias
de sexo en estas relaciones. No obstante, estos estudios descritos
presentan dos inconvenientes principales. En primer lugar, la
medicion del cortisol en sangre permite obtener el valor de cortisol
global, en lugar del cortisol Ilibre, que es el componente
bioldgicamente activo. En segundo lugar, el cortisol experimenta
fluctuaciones diarias y la obtencidon de una muestra uUnica puede no
ser representativa del estado del eje HPA. Ademas, la obtencion de
una muestra de sangre puede ser un evento estresante para el
individuo, lo que podria incrementar los niveles de cortisol. Por lo
tanto, la evaluacion del cortisol a través de muestras adquiridas de
forma repetidas a lo largo del tiempo en saliva y la realizacién de
pruebas dindmicas han demostrado ser de mas utilidad para estudiar

la secrecidn del cortisol y la funcionalidad del eje HPA (55).

Aunque los estudios previos no han explorado si existen diferencias

entre hombres y mujeres en los sintomas OC y la actividad del eje
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HPA en controles sanos, algunos estudios han explorado si existen
diferencias de sexo entre el neuroticismo y los indices del eje HPA. En
un estudio previo que incluyd estudiantes universitarios y que evalud
el neuroticismo con el NEO five-factor inventory, el cortisol salivar al
mediodia (entre las 10:30 a.m. y las 2:30 p.m.) se asocio
positivamente con el neuroticismo en hombres y negativamente en
mujeres (96). En otro estudio realizado en estudiantes universitarios
donde también se utilizé el NEO five-factor inventory, los hombres
mostraron una pendiente diurna de cortisol mas aplanada pero no se
detectaron diferencias en la CAR (97). Estos dos estudios estan en
consonancia con nuestros resultados que sugieren una pendiente
diurna de cortisol mas aplanada en controles sanos con mas sintomas
OC de orden. Sin embargo, es dificil comparar nuestros resultados
con la literatura cientifica previa por la escasez de estudios centrados

particularmente en los sintomas OC.

En un estudio previo de nuestro grupo en el que analizamos la CAR y
la pendiente diaria de cortisol en pacientes con TOC (45), no
hallamos diferencias significativas en la CAR entre pacientes con TOC
e individuos sanos, aunque los pacientes con TOC y comorbilidad con
TDM tuvieron una pendiente diurna de cortisol mas aplanada. Pocos
estudios han explorado la sensibilidad del eje HPA en el feedback
negativo con el test clasico de supresion del eje HPA con
dexametasona, sugiriendo que los pacientes con TOC muestran
menos supresion a la dexametasona que los controles sanos (98),
particularmente con comorbilidad con TDM (99,100). Sin embargo, en
este estudio reciente de nuestro grupo, utilizando una dosis muy
pequefa de dexametasona y realizando el DSTR en saliva, no
encontramos diferencias entre pacientes TOC e individuos sanos, ya
tuvieran o no comorbilidad con TDM (45). Ademas, observamos una

asociacion positiva entre la ansiedad rasgo y el DSTR, lo que sugiere
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que la ansiedad rasgo puede ser mas relevante en la respuesta al

DST que los sintomas OC.

Las distintas asociaciones entre determinadas dimensiones
sintomaticas OC y medidas del funcionamiento eje HPA podrian ser
explicadas por diferencias en los correlatos cerebrales de estas
dimensiones clinicas. Varios estudios en pacientes con TOC han
observado que una mayor severidad de las obsesiones
agresivas/comprobacion puede estar relacionada con menores
volumenes de materia gris en los |6bulos temporales, extendiéndose
a la amigdala y a la insula, asi como al OFC izquierdo, el putamen, y
el volumen del cerebelo derecho (101). En contraste, los hallazgos
relacionados con la dimensidon de orden/simetria son menos claras, vy
han incluido tanto un mayor como un menor volumen del OFC, asi
como un mayor volumen de otras regiones frontales, como el cortex
dorsal cingulado anterior y el cértex medial frontal (101). Otros
estudios han mostrado un volumen hipocampal reducido en pacientes
con TOC con unos sintomas mas severos de orden y comprobacion
(102). El hipocampo, que esta implado en el feedback negativo del
eje HPA via los GR y los MR, muestra diferencias de sexo en
respuesta a los estresores, con menos remodelacion de las dendritas
hipocampales CA3 en mujeres después de un estrés cronico (103). El
hipocampo también parece jugar un papel en la CAR, ya que sujetos
con dano en el hipocampo muestran un CAR aplanado (104). Asi, es
plausible que algunos descubrimientos sobre las diferencias de sexo
en la asociacién entre los sintomas OC vy la funcionalidad del eje HPA
podrian ser explicados por diferencias en los substratos
neurobioldgicos o las regiones cerebrales involucradas tanto en la
regulacion del eje HPA, como en la expresidn clinica de los sintomas
OC. De acuerdo con esta hipdtesis, en el estudio de MRI llevado a
cabo por Ress y colaboradores, en el que estudiaron la relacion entre

las dimensiones sintomaticas OC y los voliumenes hipocampales,
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observaron una mayor reduccion del volumen del hipocampo en los
de pacientes con TOC que mostraron mayor severidad de los
sintomas obsesivos de orden y de comprobacion (102).
Interesantemente, en este estudio, hubo un efecto principal
significativo del sexo en el volumen global del hipocampo, lo que
sugiere que el sexo es una variable moderadora en la relacidon entre
los sintomas OC y los volumenes hipocampales. Si este es el caso, es
plausible que puedan existir diferencias de sexo en la relacién entre la
CAR vy los sintomas obsesivos, debido al papel relevante del
hipocampo tanto en la regulacion del feedback negativo del eje HPA

como de la CAR.

Aunque el disefio transversal de los estudios presentados en la tesis
no nos permite inferir causalidad, emerge una explicacion potencial,
aungue especulativa, para la asociacion entre algunos rasgos del TOC
con una pendiente diurna de cortisol mas aplanada. Asi, los sintomas
OC crénicos podrian inducir un largo periodo de secrecién de CRH
hipotaldmica inducida por el estrés, provocando una regulacién a la
baja o downregulation de los receptores de CRH en la pituitaria,
resultando en unos valores reducidos de ACTH y de cortisol. En linea
con esta hipdtesis, los sintomas de orden se han asociado con un
curso mas crénico del trastorno (105). La asociacidon del grado de
interferencia funcional a lo largo de la vida y una pendiente diurna de
cortisol mas aplanada podrian indicar también un curso mas crénico
de los sintomas del TOC. Sin embargo, los hallazgos comparables
entre las puntuaciones del DY-BOCS transversales y a lo largo de la
vida y algunas medidas del funcionamiento del eje HPA podrian
sugerir también que las puntuaciones dimensionales en los pacientes
son estables en el tiempo, mas que vincular anormalidades sutiles del

eje HPA con el curso crénico del trastorno.

El hecho que hayamos encontrado la misma asociacidon sexo-

especifica (una pendiente diurna de cortisol mas aplanada con
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sintomas de orden/simetria en hombres) también en individuos
sanos, sugiere que la secrecién diurna de cortisol podria ser un
biomarcador de rasgo en relacidon a un subtipo dimensional particular
del TOC (orden/simetria). Al haberse descrito volumenes reducidos
del hipocamo en pacientes con TOC con mayor severidad en sintomas
de orden (102), sugiere que las dimensiones sintomaticas del TOC
pueden tener un trasfondo neurobioldgico diferencial. Ya que el
hipocampo tiene un papel clave en la regulaciéon del feedback
negativo del eje HPA (106), es posible que los pacientes con mas
sintomas de orden/simetria muestren alteraciones en el hipocampo vy

una regulacién anormal del eje HPA.

Ademas de replicar los hallazgos anteriores, el segundo estudio
realizado en una muestra clinica de pacientes con TOC en el Hospital
Universitari de Bellvitge, reveld nuevas asociaciones especificas entre
las dimensiones sintomaticas del TOC y medidas dindmicas del eje.
Se encontrd6 wuna asociacion positiva entre los sintomas de
orden/simetria y una pendiente diurna de cortisol aplanada en
hombres, asi como una asociacidn inversa en mujeres. También se
observd una asociacion sexo-especifica entre los sintomas agresivos a
lo largo de la vida y los sintomas de orden/simetria, en relacién con
las pendientes de cortisol FTP y AWE. Estos hallazgos destacan aun
mas la influencia diferencial del sexo en la relacién entre los sintomas

OC y el funcionamiento del eje HPA.

La asociacién entre los sintomas de acumulacidn y una pendiente
diurna de cortisol mas pronunciada en mujeres con TOC parece ser
un hallazgo menos robusto en cuanto a un potencial biomarcador de
rasgo, ya que esta asociacion no se encontrd en la muestra no clinica.
Ya que nuestro estudio es el primero en describir una asociacién
entre la actividad del eje HPA y la acumulacién en los pacientes con
TOC, son necesarios nuevos estudios que repliquen nuestros

hallazgos en muestras independientes.
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Los resultados de los estudios presentados en la tesis suponen un
aporte significativo a la investigacion en el campo del TOC, ya que
amplian nuestra comprensién de los mecanismos bioldgicos
subyacentes al trastorno. La asociacién entre los sintomas del TOC y
las medidas dindamicas que evaluan la funcionalidad del eje HPA
sugiere que la regulacibn neurohormonal del estrés puede
desempenar un papel relevante en la expresion clinica de los
sintomas OC. Estos hallazgos respaldan la hipétesis de que el estrés y
la disfuncion del eje HPA pueden contribuir a la patogénesis y el

mantenimiento del TOC.

Nuestros hallazgos también respaldan la necesidad de un enfoque
mas integrador en la investigacién y el tratamiento del TOC. La
combinacion de enfoques psicoterapéuticos y farmacoldgicos con
intervenciones dirigidas a modular la actividad del eje HPA, por
ejemplo con el uso de farmacos con actividad sobre receptores
glucocorticoideos, podria ser una estrategia prometedora para
mejorar los resultados clinicos en el TOC. Sin embargo, se requiere
investigacién adicional para comprender los mecanismos que estan
implicados en esta relacion y determinar la eficacia y la seguridad de

intervenciones dirigidas al eje HPA en el tratamiento del TOC.

Finalmente, la identificacion temprana de anormalidades en el eje
HPA en individuos con sintomas OC subclinicos puede ser de gran
importancia clinica, ya que podria permitir intervenciones preventivas
y estrategias de tratamiento temprano. Al comprender mejor los
mecanismos bioldgicos subyacentes y las asociaciones entre los
sintomas OC y el funcionamiento del eje HPA, es posible el desarrollo
de enfoques terapéuticos mas efectivos y personalizados que aborden
especificamente la disfuncion del eje HPA en las distintas dimensiones
sintomaticas del TOC. Ademas, considerando la influencia del sexo en
la relacién entre los sintomas OC y el funcionamiento del eje HPA,

estos estudios resaltan la necesidad de tener en cuenta las
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diferencias de sexo en la investigacion y el tratamiento del trastorno.
Asi pues, los enfoques terapéuticos podrian adaptarse vy
personalizarse segun el sexo del paciente para obtener mejores

resultados.

5.1. Limitaciones

A continuacidn se comentaran algunas decisiones metodoldgicas y

limitaciones de los estudios presentados en esta tesis.

Los pacientes con TOC fueron reclutados en un hospital general de
tercer nivel y, como tales, probablemente difieran en gravedad y
curso clinico de los pacientes atendidos en dispositivos asistenciales
comunitarios. Aunque nuestro procedimiento de reclutamiento genera
grupos homogéneos adecuados para la investigacion bioldgica, podria
limitar la generalizacion de los resultados a la totalidad de pacientes
con TOC.

Casi todos los pacientes (el 96,5 %) recibian tratamiento
antidepresivo de acuerdo con sus necesidades clinicas, siguiendo las
pautas de tratamiento establecidas por las guias clinicas vigentes en

el momento de realizacion de los estudios.

El diseno transversal de nuestros estudios no permite inferir
causalidad en la asociacion entre los sintomas OC y las medidas del
eje HPA analizadas. Estos resultados son exploratorios y necesitan

ser confirmados en disefos longitudinales y muestras independientes.

El objetivo en el primer estudio era estudiar la relacién entre los
sintomas OC y las medidas del funcionamiento del eje HPA en una
muestra no clinica. Aunque esta decision limita la generalizacidn de
los hallazgos a individuos con TOC, si permite testear la asociacidon
entre sintomas OC menos severos y anormalidades sutiles del eje

HPA que no son influenciadas por la severidad de un diagndstico
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clinico, comorbilidades (como el TDM) o tratamientos. Asi pues, esta
aproximacion menos sesgada puede ayudar a explorar mejor si una

desregulaciéon del eje HPA contribuye a los sintomas OC.

Si bien las guias de consenso para la evaluacién de la CAR mas
recientes publicadas posteriormente al disefo de los estudios de la
tesis (55) recomiendan un muestreo de varios dias para evaluar la
CAR de forma mas fiable, los resultados de las medidas de la CAR
presentados en la tesis proceden de muestras obtenidas en un uUnico
dia; ya que al administrar dexametasona el mismo dia a las 11 p.m.
para optimizar el reclutamiento, perdimos la posibilidad de obtener la
CAR al dia siguiente. Por otro lado, y aunque a los participantes se les
instruyd para recoger la muestra de saliva en sus domicilios en
momentos determinados, el momento exacto del muestreo no fue
verificado con métodos objetivos (como sistemas de monitorizacion
electrénica). Un muestreo inadecuado puede sesgar las estimaciones
de la CAR (55). Asi pues, es posible que las diferencias en la precision
de los tiempos de muestreo se deban a los sintomas OC (por
ejemplo, un tiempo de muestreo mas preciso en personas con mas
sintomas OC). En cualquier caso, algunos estudios han mostrado una
estabilidad intraindividual de Ila CAR relativamente elevada
(107,108).

En el cdlculo de la pendiente diurna de cortisol se puede considerar el
momento del despertar o momentos temporales fijos a lo largo del
dia. Aungue algunos autores sugieren que la pendiente diurna de
cortisol deberia ser calculada considerando el momento al despertar,
mas que tiempos fijos, las implicaciones de ambas aproximaciones no
han sido estudiadas adecuadamente en la literatura (109). Otros
autores sugieren que la CAR estd influenciado por diferentes
mecanismos bioldgicos que el resto de ritmos diurnos de cortisol
(110). Por esta razdn, decidimos incluir ambos calculos en las

medidas de la pendiente diurna de cortisol (FTP y AWE) en el
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segundo estudio. Al considerar ambas pendientes de cortisol diurnas,
la FTP y la AWE, para la pendiente diurna AWE se encontrd un mayor
tamano del efecto para la interacciéon entre el sexo femenino y los
sintomas de orden/simetria (tanto para los sintomas evaluados
transversalmente en el momento del estudio como a lo largo de la
vida). Aunque ambas pendientes de cortisol son constructos
similares, el calculo de la AWE involucra el cortisol al despertar como
primer punto, mientras que la FTP tiene en cuenta el cortisol a la
mafana (a las 10 a.m.). Se ha sugerido que el hipocampo esta
involucrado en la regulacidn de la secrecién de cortisol previa al
despertar (110). En pacientes con TOC, los sintomas de
orden/simetria han sido ligados a un volumen del hipocampo reducido
(102). Aunque menos estudios han mostrado asociaciones entre los
sintomas de acumulacién y los volumenes hipocampales en pacientes
con TOC, al menos un estudio ha detectado una asociacién entre los
comportamientos acumulativos y un volumen del hipocampo reducido
en personas con demencia frontotemporal (111). Si la integridad del
hipocampo es importante para la regulacién de la secrecién de
cortisol, es plausible que esos pacientes con sintomas TOC que
puedan ser influenciados por la actividad del hipocampo (por ejemplo
orden/simetria, acumulacion) también muestren una alteraciéon de la

funcionalidad del eje HPA.

En los estudios presentados en la tesis, al igual que en estudios
previos de nuestro grupo (45,112), empleamos una dosis muy baja
de dexametasona (0.25 mg) ya que el cortisol salivar captura una
supresion mas profunda que el cortisol en el plasma y porque nos
propusimos utilizar la medida DSTR (ratio de supresién de cortisol)
como una medida continua. El uso de mayores dosis de
dexametasona, como 1 mg en el test clasico de supresiéon del cortisol,
no permitiria detectar un rango de alteraciones sutiles en la

regulacion del eje HPA y probablemente arrojaria una medida
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categorica con una mayoria de individuos supresores, ya que es
esperable que dosis mas altas de dexametasona supriman
completamente el eje HPA. Ademas, el uso de una dosis muy baja
hace que los eventuales efectos adversos asociados a la
administracion de dexametasona sean practicamente inexistentes y

disminuya el porcentaje de rechazo a participar en el estudio.

Si nuestros resultados se confirman en otras muestra, futuros
ensayos clinicos de farmacos que actiuan sobre el eje HPA (por
ejemplo, antagonistas del receptor de glucocorticoides, como la
mifepristona) podrian seleccionar sub-grupos de pacientes basandose
en la combinacién de dimensiones clinicas particulares y fenotipos
endocrinoldogicos con patrones especificos por sexo (por ejemplo,
sintomas de orden/simetria en hombres con una pendiente diurna de
cortisol aplanada). Esta aproximacion terapéutica personalizada
podria considerarse como una estrategia de potenciacion en casos de
pacientes con sintomas OC persistentes después del tratamiento con
psicoterapia y/o antidepresivos. Otras medidas del eje HPA como el
DSTR, que evalua el feedback negativo del eje, no parecen estar
asociadas con un fenotipo clinico particular en cuanto a las
dimensiones sintomaticas del TOC. Los resultados de los articulos de
la tesis estdn en consonancia con estudios previos que sugieren que
las anormalidades detectadas en el feedback negativo del eje
mediante el DST en pacientes con TOC no son especificas del
trastorno y pueden atribuirse a comorbilidades, por ejemplo con

sintomas depresivos (99).






6. CONCLUSIONES






Conclusiones

Los resultados de la presente tesis ofrecen evidencias de |la
contribucion del eje hipotaldmico-pituitario-adrenal (HPA) a las
distintas dimensiones sintomaticas del trastorno obsesivo-compulsivo
(TOCQC) y situan al sexo como factor moderador de estas diferencias.
A continuacion se exponen las conclusiones de los estudios

presentados en esta tesis:

1. Existen diferencias de sexo en la asociacion entre los sintomas
obsesivo-compulsivos (OC) y medidas del funcionamiento del
eje HPA en individuos de la poblaciéon general sin patologia

mental.

2. Existen diferencias de sexo entre las asociaciones entre los
subtipos clinicos de TOC y medidas dinamicas de actividad del
eje HPA.

3. Existe un continuum entre los sintomas OC orden/simetria y las
correspondientes dimensiones sintomaticas del TOC, su relacion
con la actividad del eje HPA y el sexo, ya que estas

asociaciones han sido comunes en ambas muestras.

4. La secrecion diurna de cortisol podria ser un biomarcador de
rasgo en relacidon a una dimension del TOC (orden/simetria), ya
que se ha observado aplanada tanto en una muestra no clinica

como en una muestra clinica de pacientes hombres con TOC.

5. La asociacién entre los sintomas de acumulacion y la pendiente
diurna de cortisol parece ser un hallazgo menos comun en
cuanto a un potencial biomarcador de rasgo (ya que esta

asociacion no se observé en la poblacidn no clinica).
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6. La confirmacién de estos resultados en otras muestras de
estudio independientes puede llevar a que futuros ensayos
clinicos con farmacos dirigidos al funcionamiento del eje HPA
puedan seleccionar subgrupos de pacientes basados en la
combinacidon de sintomas clinicos y fenotipos endocrinos con
patrones sexo-especificos, proporcionando una aproximacion

terapéutica personalizada.
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