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Resumen

Es un hecho conocido que el sistema inmune, al igual que todos los sistemas
y Organos corporales de las pacientes con anorexia nerviosa sufre
adaptaciones a sus bajas ingestas. La leucopenia es un hallazgo frecuente en
anorexia nerviosa restrictiva y mas aun la linfocitosis relativa, un aumento del
porcentaje de linfocitos sin alteracién del nimero total de linfocitos respecto
a los valores normales. Los resultados descritos en diversos estudios
muestran valores normales de linfocitos B y no son del todo coincidentes
para los linfocitos T que o bien son normales o mas bajos que en controles
sanas. En el estudio de seguimiento de pacientes con anorexia nerviosa
ANABEL, llevado a cabo en el hospital Nifio Jesus de Madrid, han participado
40 pacientes con AN restrictiva (ANR), 9 pacientes con AN purgo-bulimica
(ANP) y 17 pacientes con diagnéstico de TCANE, todas en su primer episodio.
La poblacion de estudio, de forma global, muestra linfocitosis relativa, y
aunque por grupos es significativa solamente en el grupo ANR se asocia en
modelos de regresion con el grado de malnutricion de las pacientes
independientemente del subtipo diagndstico.

Respecto al analisis de la distribucion y recuento de linfocitos, se encontré de
forma global un aumento del porcentaje de CD4+ respecto a controles sanas,
gue afecta en particular al porcentaje de CD4+ naive, y un descenso del
porcentaje de CD8+, que afecta en particular a los CD8+ memoria. El



comportamiento es similar entre los distintos grupos diagndsticos. En cuanto
a los valores absolutos de linfocitos circulantes, destaca de forma global un
descenso del numero de linfocitos CD8+, que afecta exclusivamente a los
CD8+memoria, y también un descenso muy significativo de células NK. Hay
gue destacar por tanto normalidad en todos los grupos en el nimero de
linfocitos T CD4+ y linfocitos B. Los analisis de regresion realizados pusieron
de manifiesto que la pérdida de peso (Z-score IMC), independientemente del
subtipo diagndstico, es el factor mas relacionado con la linfocitosis relativa y
con la prioridad de mantener el numero de linfocitos T CD4, a través de una
produccién aumentada de linfocitos T naive. La leptina en plasma tiene un
papel clave como mediador de este efecto ya que la asociacidn negativa con
el porcentaje de linfocitos es muy significativa.

Los niveles de citoquinas y adipoquinas en plasma en pacientes con TCA se
han encontrado alterados en casi todos los estudios publicados. Las
alteraciones descritas, de diversa indole, comprenden: 1) valores elevados de
citoquinas proinflamatorias en plasma de pacientes con AN. 2) valores
elevados de citoquinas proinflamatorias en cultivos no estimulados, 3)
disminucion en la produccidn de citoquinas proinflamatorias en la respuesta
in vitro frente a mitégenos. 3) Disminucidn de los niveles de leptina en
plasma. 4) Aumento de los niveles de adiponectina. 5) alteracion en el
acoplamiento temporal de produccién de cortisol y leptina.

La explicacién que se acepta sobre estos hallazgos es que las células
inmunoldgicas tienen una estimulacién aumentada en situacién basal y no
son capaces de responder adecuadamente a un estimulo adicional, como el
que supone un mitégeno o en su caso una infeccién por patégeno. La
alteracion en los mecanismos de retroregulacion de cortisol sobre citoquinas
impedirian la respuesta normal de fase aguda y explicaria la dificultad de las
pacientes para desarrollar las respuestas de infeccion con sus sintomas
tipicos, como la fiebre.

Leptina y adiponectina son moléculas secretadas mayoritariamente en tejido
adiposo. La primera esta implicada en control de peso y balance energético,
entre otras funciones, y la segunda en control de peso y sensibilidad a la
insulina. La leptina aumenta de forma aguda en respuesta a infeccién por
patdgeno y es capaz de potenciar la respuesta inflamatoria, mientras la
adiponectina ejerce una regulacién negativa de funciones inmunes. Para
ambas adipoquinas se ha sugerido un papel como mediadoras de la
alteracién en la produccion de citoquinas proinflamatorias en AN. En nuestro
estudio, el andlisis global de las adipoquinas sin distinguir entre grupos



diagnosticos, mostré valores iniciales de leptina disminuidos frente a
controles y valores de adiponectina elevados, que se elevan aun mas al mes
de tratamiento, coincidiendo con resultados observados anteriormente en
otros trabajos publicados. La realimentacion tiende posteriormente a
normalizar los valores de adipoquinas, aunque sin llegar a los valores
controles.

No hay grandes cambios en subpoblaciones linfocitarias a los 6 y 12 meses de
tratamiento en comparacion con los valores de las pacientes cuando ya han
estado un mes en realimentacion y tratamiento. También hemos analizado
los valores de parametros inmunoldgicos en pacientes que en AN12 siguen
en remision y aquellas que estdn en recaida, juzgdndolo tanto por
recuperacion antropométrica como por puntuacion de test psicoldgicos, uso
de medicacién y recuperacidon de los ciclos menstruales. Obtuvimos que
diversos biomarcadores como leptina, cortisol, linfocitos CD4+ (%), entre
otros, muestran un patrén de evolucién distinto en pacientes que tienen
buena y pobre respuesta al traamiento y por tanto podrian constituir
biomarcadores de eleccion para ayudar a discriminar pacientes que necesitan
adaptaciones del protocolo de intervencion.

Los estudios que hemos llevado a cabo en pacientes con anorexia y bulimia
nerviosa han puesto de manifiesto que el periodo que transcurre desde el
comienzo de la enfermedad hasta su diagndstico, asi como hasta la puesta en
marcha de un tratamiento adecuado son determinantes del nivel de
comorbilidad psiquiatrica y la evolucién. Con posteriore andlisis de los datos
obtenido en nuestro estudio, trataremos de indagar en las conexiones que
relacionan neurotransmisores y hormonas del control del apetito y el balance
energético con la situacidon inmunolégica y por otro lado, con la evolucion de
los indicadores de estado psicolégico a lo largo del tratamiento en este grupo
de pacientes que comparten el hecho de estar en su primer episodio.
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Trastornos de la conducta alimentaria

Eating Disorders come in all shapes and sizes...
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Anorexia Nervosa. Criterios diagnosticos. DSM V

1. Restriccion de laingesta energética en relacion a los requerimientos

conducente a un bajo peso.
2. Intenso temor a ganar peso.

3. Exagerada influencia del peso y la forma corporal en la autoevaluacion.




Estrategias patologicas de control del peso

Anorexia nervosa Bulimia nervosa

Comportamientos compensatorios:

Ayuno Ayuno
Ejercicio excesivo Ejercicio excesivo
\ Tipo restrictivo \ Tipo no purgativo
Vomitos (tras atracon o no) Vomitos
Laxantes, diuréticos Laxantes, diuréticos, enemas

N Tipo bulimico/purgativo ‘ Tipo purgativo




Comportamiento alimentario

Alteracion de neurotransmisores

Sistema nervioso

Sistema endocrino




Comportamiento alimentario

Alteracion de neurotransmisores
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Hormonas de control del apetito
Fasting m Feeding
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Determinantes del control nervioso del apetito y el gasto energético

Environment and lifestyle
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Emociones

% Grasa corporal

Sueno y reposo

Marcadores sanguineos

Ritmos circadianos
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Deficiencia de nutrientes




Immune system characteristics in Anorexia
nervosa

» Leukopenia

» Relative lymphocytosis

» Thrombocytopenia

» | Delayed hypersensitivity skin test response
» | Infection risk

» 1 pro-inflammatory cytokines in plasma

(Nova & Marcos. Exp. Rev. Clin. Immunol., 2006)



Proyecto ANABEL.
Anorexia Nerviosa en Adolescentes. Biomarcadores
de Evolucion Longitudinal

Estudio longitudinal de variables clinicas, biologicas y

familiares involucradas en prognosis de TCA




Proyecto ANABEL

66 pacientes reclutadas entre 2010y 2012:  REREWY
- Mujeres. Edad: 12-17 anos INEANNEA | Criterios DSMV restrosp.
- Primer episodio de TCA 9 TCANE

- Primer tratamiento

- Seguimiento de un afio de las variables

inmunoldgicas

VO V1 V6 V12
Ingr. 1 meses 6 meses 12 meses




Estudio ANABEL

Neuropéptidos de
control de

apetito/peso
Globulos blancos Adipoquinas /
/ \ Péptidos Gastrointestinales
Leptina, adiponectina, :
P P Peptido YY (PYY)

l. inespecifica: I. especifica: Insulina
Neutrophilos Linfocitos
Macrofagos

Células NK Hormonas Ejes HHA, HHG, HHT...

Mediadores Solubles Cortisol, LH, FSH, estradiol, testosterona, DHEA,
Citoquinas: IL-1, TNF-q, IL-6 prolactina, progesterona, TSH, T3, T4, IGF, IGFBP3

Inmunoglobulinas (Igs)
actores del complemento (C3, C4)




Estudio Caso-Control de
Estudio ANABEL. Colaboracidon Proyecto ANOBAS

Parejas TCA — SANA, sexo, edad y Status SE
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Estudio Caso-Control de Trastornos de Conducta Alimentaria

41 Parejas TCA — CONTROL

Edad

B N2 de
parejas

12 13 14 15 16 17
ANnos

25

20

15

10

Status SE

" Ne de

parejas




Estudio Caso-Control de Trastornos de Conducta Alimentaria

41 Parejas TCA — CONTROL

25

21153
20 - kkk—
1627
15 - —
10 - —
5 - |
0 ]
N=41 N=33 N=33 N=8 N=8
Control Control ANR Control ANP

Diferencias con Control. Test pareados. ***P<0,001.




Leptin (pg/mL)

= Control del peso a través de

apetito y la regulacion del

gasto energeético

% % % % %k %
=i I = Asociacion positiva con el
N=41 | N=41 | N=33 | N=33 | N=8 | N=8 IMC
Control| TCA |Control| ANR |Control, ANP = Estimula respuestas
_ Inmunes
Leptin receptor (ng/mL)
50 T *-sk %
T |
k %k
T T B
Diferencias con Contr
N=41 | N=41 | N=33 | N=33 | N=8 N=8 Test pareados.
Xk %k %k . Kk
Control | TCA |cControl| ANR |Control| ANP P<0,001; **P<




Inflamacidn hipotalamica bloquea la sefializacion intracelular de la leptina

Chronic
overnutrition rox
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Leptina
/ —\
N —
4 NPY Ta-MSH |
P. orexigénico P. anorexigénico

Insulin Leptin

Resistencia a la leptina resistance resistance

Obesidad y anorexia
‘ asociada a cancer




Inflamacion hipotalamica
Anorexia nerviosa

Chronic
overnutrition
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(Galusca et al., PLoSOne 2015)




BMI Z-Score
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Linfocitosis relativa en pacientes con TCA.

Age-corrected partial correlations
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2500 7 Subpoblaciones linfocitarias (I)

(Elegido et al., 2017. Nutr. Res)

B CONTROL
HTCA

Linfocitos T
(CD3+)

T colaboradores
(CD4+)

Linfocitos T naive
(CD45RA+)

Linfocitos T
memoria
(CD45R0O+)




Subpoblaciones linfocitarias

JtOXicoS
l8+)

Linfocitos T naive
(CD45RA+)

Linfocitos T
memoria
(CD45R0O+)

Linfocitos B
(CD19+)

Células NK
(CD3-
CD16+CD56+)

gido et al., 2017. Nutr. Res)
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El aumento de linfocitos CD4+ naive a medida que

disminuye el peso contribuye a la linfocitosis relativa.
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(Elegido et al., 2017. Nutr. Res)

Correlacion parcial
ajustada por edad.

r=-0,287
P=0,021

Inmunidad
especifica




Adiponectin (pg/mL)

x4k T T = 7 sensibilidad a la insulina
T T | = Control del peso corporal
= » Inhibe la hematopoyesis
= |nhibe funciones inmunes
N=41 N=33 | N=33 | N=8 | N=8
Control Control | ANR | Control | ANP Diferencias con Control.

Test pareados.
***p<0,001;

T en AN (Brichard et al., 2003; Pannacciulli et al., 2003; Omodei et al., 2015;
Alberti et al., 2007; Terra et al., 2013)

NS en AN (lwahashi et al., 2003; Nogueira et al., 2013)
en AN (Tagami et al., 2004)



Cortisol (ng/dL)

30

i
| [ T

N=41 N=41 N=33 N=33 N=8 N=8
Control| TCA | Control| ANR | Control| ANP

Diferencias con Control. Test pareados. *P<0,05.

Mecanismo adaptativo para el mantenimiento de niveles normales de glucosa (misra
et al. 2004)
TBasal de cortisol predice un T de masa grasa y recuperacion de menstruacion (Misra

et al., 2006)
T cortisol predictor de psicopatologia (Lawson et al.,, 2011)




Fluido

cerebroespinal

I CITOQUINAS
(

TNF, IL-1, IL-6)

Circulacion
periférica




Sistema inmune

Mediadores solubles

Citoquinas: IL-1, TNF-g. |L-6

Q Plas@ A Produccién
espontanea por CMN
@duccién por CMN estimuladas c@
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Citoquinas: Anorexia nerviosa

T niveles en plasma de IL-6, TNF-a, IL-1[3

!

Ausencia de sintomas de infeccidn (fiebre)

Pobre respuesta de citoquinas frente a infeccion
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TNF-a (pg/mL)
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Proyecto ANABEL. Evolucion durante un ano de pacientes TCA

66 pacientes reclutadas entre 2010 y 2012: RGN
(AN | Criterios DSMV restrosp.
9 TCANE

VO V1 V6 V12
Ingr. 1 meses 6 meses 12 meses

con VO a V12 completas

18 ANR

2 ANP VS. 43 controles ‘

5 TCANE




Proyecto ANABEL. Evolucion durante un ano de pacientes TCA
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T de Student, *** p<0,001; ** P<0,01
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Modelo propuesto para los cambios en ApN (Modan-Moses et al., 2007)

fase de mas bajo peso

-I‘ApN — Isensibilidad a la insulina

Realimentacion
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Proyecto ANABEL. Evolucion durante un aho de pacientes TCA

25

* Diferencias vs. Control. T de Student, p<0,05



‘ Rapida respuesta de

{ cortisol en el primer mes < IMC basal
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ASOCIACIONES ADIPOQUINAS Y SINTOMAS PSICOLOGICOS

+* Correlaciones parciales corregidas por edad

Punto basal = inicio del ingreso
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ASOCIACIONES ADIPOQUINAS Y SINTOMAS PSICOLOGICOS

+* Correlaciones parciales corregidas por edad

67 . SRR o EDEQ36 restriccién (P=0,024)
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ASOCIACION PERDIDA DE PESO Y SINTOMAS PSICOLOGICOS

¢ Correlaciones parciales corregidas por edad
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Longitudinal Psicopatologia - EDI-2

x ¥ %

*P Friedman test

0,011

T
£ 0,003 0,001




Longitudinal Psicopatologia
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Longitudinal —Bioquimica sérica

500

Transferina

Ferritina

Fosfat. alc.

IGF-1
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mVi

V12

Triiodotironina (T3)

— %
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* Significant differences vs. VO



| - Marcadores pronostico?

- Marcadores de monitorizacion de respuesta al tratamiento?

Clasificacion de pacientes en visita final (V12)

* Recuperacion antropométrica: z score del IMC > -1 versus < -1
* Ausencia o presencia de amenorrea

* Presencia o ausencia de administracion de farmacoterapia psiquiatrica

e Grado de preocupacion por la forma corporal (BSQ < 80 versus > 80)

Puntuacion global (0 a 4)

Mejoria no suficiente

Mejoria notable

(EFE) (N=14)




Leucocitos (x1000celiuL)

LN_estradiol
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La linfocitosis relativa correlaciona negativamente con la masa corporal y esta
relacidon esta mediada por la accion de la leptina.

La gran perdida de peso promueve un aumento del repertorio de linfocitos CD4+

virgenes indicando prioridad en el mantenimiento de la inmunidad adaptativa.

Leptina, adiponectina y cortisol se encuentran involucrados en los mecanismos de

adaptacion a la malnutricion.

Leptina, cortisol y también los linfocitos CD4+ (%) podrian constituir
biomarcadores de eleccién para monitorizar la respuesta al tratamiento de las

pacientes y podrian ayudar a discriminar pacientes que necesitan adaptaciones

del protocolo de intervencion.
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