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RESUMEN

Las hipdtesis actuales sobre la etiopatogenia del Trastorno Limite de la Personalidad (TLP)
plantean que en el desarrollo del trastorno intervendrian tanto factores genéticos como
ambientales que interaccionarian entre si. Entre los factores ambientales destacan los
antecedentes de traumas en la infancia. Entre los genéticos, se han estudiado principalmente
los sistemas monoaminérgicos con resultados poco concluyentes, con lo que seria interesante
investigar genes relacionados con el eje hipotaldmico-hipofisario-adrenal (HHA) y otros
sistemas implicados en la respuesta del organismo al estrés, dado que se han descrito
alteraciones en el funcionamiento de estos sistemas en relacion con el TLP y con los traumas
infantiles. El objetivo principal de esta tesis, por tanto, es identificar asociaciones entre
variantes de genes de los sistemas de respuesta al estrés (eje HHA y sistema noradrenérgico) y
el TLP, asi como evaluar la posible modulacién de dichas asociaciones por los antecedentes de
traumas en la infancia. Los objetivos secundarios son evaluar si existe asociacidon entre los
antecedentes de traumas infantiles y la gravedad del TLP, y si dicha asociacién estd mediada
por los rasgos temperamentales, e investigar si los traumas infantiles y/o la gravedad del
trastorno se asocian con una mayor metilacion de un gen del eje HHA, el receptor de

glucocorticoides (GR), en sujetos con TLP.

Los resultados de este trabajo sugieren la implicacion en el desarrollo del TLP de genes de
estos sistemas (FKBP5, CRHR1, COMT, DBH y SLC6A2) y su modulacién por la presencia de
traumas en la infancia. También muestran que el haber sufrido abuso emocional en la infancia
se asociaria con una mayor gravedad del TLP, principalmente en aquellos sujetos con un
elevado neuroticismo. Y, por ultimo, que tanto los antecedentes de abuso fisico como una
mayor gravedad del trastorno se asociarian con un aumento de la metilacion del GR en

individuos con TLP.

Por tanto, los resultados observados apoyan la implicacion de factores genéticos y ambientales
tanto en la etiologia del TLP como en su gravedad, y sugieren que los genes de los sistemas de
respuesta al estrés, sujetos a la modulacidn por parte de los sucesos traumaticos en la infancia,
se asociarian con el riesgo de padecer este trastorno. Ademas, abren las puertas a profundizar
en el estudio del papel que juegan estas interacciones en el TLP y, en caso de confirmarse en
muestras independientes, a disefiar estrategias terapéuticas o incluso preventivas centradas

en estos factores.
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ABREVIATURAS

ACTH: del inglés adrenocorticotropic hormone (hormona adrenocorticotropa).

ARNm: ARN mensajero.

BDNF: del inglés brain-derived neurotrophic factor (factor neurotrdéfico derivado del cerebro).
COMT: catecol-O-metiltransferasa.

CRF: del inglés corticotropin releasing factor (factor liberador de corticotropina).

CRHR1: del inglés corticotropin releasing hormone receptor 1 (receptor tipo 1 de la hormona
liberadora de corticotropina).

CRHR2: del inglés corticotropin releasing hormone receptor 2 (receptor tipo 2 de la hormona
liberadora de corticotropina).

CTQ-SF: del inglés Childhood Trauma Questionnaire - Short Form (cuestionario de traumas
infantiles, version abreviada).

DBH: dopamina beta-hidroxilasa.

DT: desviacidn tipica.

DIB-R: del inglés Revised Diagnostic Interview for Borderlines (entrevista diagndstica revisada
para limites).

DSM: del inglés Diagnostic and Statistical Manual of Mental Disorders (manual diagndstico y
estadistico de los trastornos mentales).

DST: del inglés dexamethasone suppression test (test de supresidon con dexametasona).

DZ: gemelos dicigoticos.

EWAS: del inglés epigenome-wide association study (estudio de asociacion del epigenoma
completo).

FKBPS5: del inglés FK506 binding protein 5 (proteina 5 de unién a FK506).

GR: del inglés glucocorticoid receptor (receptor de glucocorticoides).

GWAS: del inglés genome-wide association study (estudio de asociacion del genoma
completo).

HHA: hipotalamico-hipofisario-adrenal.

HTR: del inglés 5-hydroxytryptamine receptors (receptores de serotonina).

IAPS: del inglés International Affective Picture System (test de induccién emocional con
imagenes).

MAF: del inglés minor allele frequency (alelo de menor frecuencia).

MAO-A: monoamino oxidasa A.

MZ: gemelos monocigoticos.

NR3C1: del inglés nuclear receptor subfamily 3, group C, member 1 (gen del receptor de

glucocorticoides).
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INTRODUCCION

1.1. BREVE REPASO DEL TRASTORNO LIMITE DE LA PERSONALIDAD

Segun las ultimas versiones del Manual diagnéstico y estadistico de los trastornos mentales
(DSM, del inglés Diagnostic and Statistical Manual of Mental Disorders), el trastorno limite de
la personalidad (TLP) formaria parte del grupo B de trastornos de personalidad, el cual incluye
a los denominados sujetos inmaduros, inestables, dramaticos o emotivos. Se caracteriza por
un patrén general de inestabilidad en la regulacién de las emociones, las relaciones
interpersonales, la autoimagen y el control de los impulsos (Tabla 1) (APA, 2013). Todavia hoy
existe controversia sobre si alguno de estos sintomas predomina sobre el resto, pues mientras
para algunos autores el sintoma clave seria la disregulacién emocional, otros abogan por la
impulsividad o las dificultades en las relaciones interpersonales (Linehan, 1987; Stanley &
Siever, 2010). El DSM no prioriza unos sintomas respecto a otros, imponiendo como Unica
condicion para establecer el diagndstico de TLP que se cumplan un minimo de 5 de los 9
criterios clinicos definidos. Ello da como resultado hasta 256 combinaciones sintomaticas
diferentes (Leichsenring, Leibing, Kruse, New, & Leweke, 2011), lo que explica la gran
heterogeneidad clinica que existe dentro de este trastorno, y, en consecuencia, la dificultad a
la hora de llevar a cabo estudios cientificos en este campo. También contribuye a esta
dificultad la elevada comorbilidad con otros trastornos tanto de eje |, principalmente
trastornos afectivos, de ansiedad y de consumo de sustancias, como de eje Il (Leichsenring et

al., 2011).

Tabla 1. Criterios DSM-5 para el TLP.
TRASTORNO DE PERSONALIDAD TIPO BORDERLINE O LiMITE

Patron dominante de inestabilidad de las relaciones interpersonales, de la autoimagen y de los afectos, e
impulsividad intensa, que comienza en las primeras etapas de la edad adulta y esta presente en diversos
contextos, y que se manifiesta por cinco (o mas) de los siguientes hechos:

1. Esfuerzos desesperados para evitar el desamparo real o imaginado. (Nota: No incluir el comportamiento suicida
ni las conductas autolesivas que figuran en el Criterio 5).

2. Patrén de relaciones interpersonales inestables e intensas que se caracteriza por una alternancia entre los
extremos de idealizacion y de devaluacién.

3. Alteracion de la identidad: inestabilidad intensa y persistente de la autoimagen y del sentido del yo.

4. Impulsividad en dos o0 mas areas que son potencialmente autolesivas (p. ej., gastos, sexo, drogas, conduccién
temeraria, atracones alimentarios). (Nota: No incluir el comportamiento suicida ni las conductas autolesivas que
figuran en el Criterio 5).

5. Comportamiento, actitud o amenazas recurrentes de suicidio, o conductas autolesivas.

6. Inestabilidad afectiva debida a una reactividad notable del estado de animo (p. ej., episodios intensos de
disforia, irritabilidad o ansiedad que generalmente duran unas horas vy, rara vez, mas de unos dias).

7. Sensacidn crénica de vacio.

8. Enfado inapropiado e intenso, o dificultad para controlar la ira (p. ej., exhibicién frecuente de genio, enfado
constante, peleas fisicas recurrentes).

9. Ideas paranoides transitorias relacionadas con el estrés o sintomas disociativos graves.
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Aunque en el DSM-5 se han mantenido los mismos criterios diagndsticos que en versiones
previas del manual, se ha propuesto una clasificacion alternativa segun la cual el TLP se
caracterizaria por dificultades especificas en el funcionamiento de la personalidad (criterio A) y
rasgos patoldgicos de personalidad (criterio B). Estos rasgos patoldgicos se darian en los
dominios de afectividad negativa (labilidad emocional, ansiedad, inseguridad de separacién y
depresion), desinhibicién (impulsividad y asuncidon de riesgos) y antagonismo (hostilidad)

(Tabla 2).

Tabla 2. Propuesta alternativa de criterios TLP en el DSM-5 seccidn lil.

A. Deterioro moderado o grave del funcionamiento de la personalidad, que se manifiesta por las dificultades
caracteristicas en dos o mas de las cuatro areas siguientes:

1. Identidad: autoimagen marcadamente pobre, poco desarrollada o inestable, a menudo asociada a un exceso de
autocritica; sentimientos crénicos de vacio; estados disociativos bajo estrés.

2. Autodireccion: inestabilidad en las metas, aspiraciones, valores o planes de futuro.

3. Empatia: capacidad disminuida para reconocer los sentimientos y necesidades de los demas, asociada a la
hipersensibilidad interpersonal (con tendencia a sentirse menospreciado o insultado); percepciones de los demas
sesgadas selectivamente hacia atributos negativos o vulnerables.

4. Intimidad: relaciones cercanas intensas, inestables y conflictivas, marcadas por la desconfianza, la necesidad y la
preocupacidn ansiosa por un abandono real o imaginario; las relaciones intimas son vistas dicotémicamente entre
la idealizacion y la devaluacién, que conlleva a la alternancia correspondiente entre sobreimplicacion y
distanciamiento.

B. Cuatro o mas de los siguientes siete rasgos patolégicos de personalidad, al menos uno de los cuales debe ser
(5) impulsividad, (6) la toma riesgos (6), o (7) hostilidad:

1. Labilidad emocional (un aspecto de la afectividad negativa): experiencias emocionales inestables y estado de
animo con cambios frecuentes; las emociones se alteran facil, intensa y/o desproporcionadamente con los
acontecimientos y circunstancias.

2. Ansiedad (un aspecto de la afectividad negativa): sentimientos intensos de nerviosismo, tensién o pénico, a
menudo en respuesta a tensiones interpersonales; se preocupan por los efectos negativos de las experiencias
desagradables del pasado y posibilidades futuras negativas; sensacién de miedo, aprensién o amenaza ante la
incertidumbre; temor a desmoronarse o a perder el control.

3. Inseguridad de separacion (un aspecto de la afectividad negativa): temores de rechazo o separacién de figuras
significativas, asociados con el miedo a la dependencia excesiva y a la pérdida total de autonomia.

4. Depresion (un aspecto de la afectividad negativa): sentimientos frecuentes de estar hundido, de ser miserable
y/o no tener esperanza; dificultad para recuperarse de este tipo de estados de dnimo; pesimismo sobre el futuro;
verglienza generalizada, sentimientos de inferioridad y baja autoestima; ideacién y comportamiento suicida.

5. Impulsividad (un aspecto de la desinhibicion): actuar en el fragor del momento en respuesta a estimulos
inmediatos, actuando de forma repentina y sin un plan o reflexién acerca de las consecuencias, dificultad para
trazar o seguir los planes; sentido de urgencia y comportamiento autolesivo en virtud de la angustia emocional.

6. Asuncion de riesgos (un aspecto de la desinhibicién): implicarse en practicas peligrosas, de riesgo, y actividades
potencialmente dafiinas para si mismo, innecesariamente y sin atender a las consecuencias; falta de preocupacién
por las limitaciones, y negacién de la realidad del peligro personal.

7. Hostilidad (un aspecto del antagonismo): sentimientos de enojo persistentes o frecuentes; ira o irritabilidad en
respuesta a ofensas e insultos menores.

El TLP se trata, posiblemente, del trastorno de personalidad mas frecuente. Se ha estimado
que su prevalencia en la poblacidn general en paises occidentales oscila entre el 0,5% y el 5,9%
(Grant et al., 2008; Lenzenweger, Lane, Loranger, & Kessler, 2007), elevandose al 10% en
pacientes psiquiatricos ambulatorios y al 15-25% en los hospitalizados (Torgersen, 2005). La

edad media del diagndstico estd comprendida entre los 19 y los 34 afios (Swartz, Blazer,
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George, & Winfield, 1990), y, aunque anteriormente se creia que era mas frecuente en
mujeres, los Ultimos datos indican que no habria diferencias significativas entre sexos (Grant et

al., 2008).

Este trastorno no sdlo tiene una alta prevalencia, sino también un elevado coste personal,
sanitario y social. Aproximadamente el 90% de los sujetos con TLP presentan conductas
autolesivas y entre el 60% y el 78% llevan a cabo tentativas autoliticas (Zaheer, Links, & Liu,
2008; Zanarini et al., 2006b), habiéndose descrito que hasta el 8-10% de estos pacientes
fallecen por suicido consumado (Oldham, 2006). También son usuarios frecuentes de los
servicios de asistencia primaria (Gross et al., 2002). Ademas, aunque se ha observado que en la
mayoria de casos la evolucién a largo plazo es hacia la mejoria, con tasas de remisidn de hasta
el 85-88% a los 10 afios (Gunderson et al., 2011a; Zanarini et al., 2006a) y de
aproximadamente el 92% a los 27 afios (Paris & Zweig-Frank, 2001), en muchos casos
qguedarian sintomas residuales, principalmente a nivel afectivo y de funcionamiento psicosocial
(Grant et al., 2008; Zanarini, Frankenburg, Reich, & Fitzmaurice, 2012). Se ha descrito que una
mayor gravedad psicopatoldgica basal, asi como los antecedentes de traumas infantiles y unas
relaciones interpersonales deterioradas, predicen un mal prondstico a los 2 afos del
diagnéstico (Gunderson et al., 2006), mientras que un diagndstico temprano, la ausencia de
abusos sexuales previos, tener rasgos temperamentales de bajo neuroticismo y elevada
agradabilidad y no presentar comorbilidad con trastornos del cluster C serian factores de buen

prondéstico a largo plazo (Zanarini et al., 2006a).

Con respecto al tratamiento, hasta la fecha no existe ningin farmaco aprobado para el
abordaje del TLP (National Institute for Clinical Excellence [NICE], 2009). El uso de
psicofarmacos sélo se recomienda en el caso de patologia comdrbida y el tratamiento de

primera eleccion sigue siendo la psicoterapia, especialmente la terapia dialéctico-conductual.

Una de las causas de que no haya farmacos eficaces, ni siquiera para sintomas individuales del
trastorno, es probablemente el escaso conocimiento de sus bases etiopatogénicas. Hasta hace
relativamente pocos afios, las explicaciones sobre la etiologia del TLP tendian a enfatizar el
papel de la adversidad psicosocial y a menospreciar las contribuciones bioldgicas (Skodol et al.,
2002). No obstante, poco a poco la biologia ha ido ganando protagonismo y en la ultima
década han proliferado los estudios de neuroimagen y genética. Los hallazgos mas

consistentes en neuroimagen han sido una reduccion de volumen en el complejo amigdala-
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hipocampo (Ruocco, Amirthavasagam, & Zakzanis, 2012), en el cdértex cingulado anterior
(Minzenberg, Fan, New, Tang, & Siever, 2008; Tebartz van Elst et al., 2003) y en el cortex
orbitofrontal (Tebartz van Elst et al., 2003), una disminucién de la conectividad fronto-limbica
(Grant et al., 2007, Risch et al., 2007), alteraciones en la default mode network (Doll et al.,
2013; Wolf et al.,, 2011) e hipoactivacién amigdalar ante emociones negativas (Ruocco,
Amirthavasagam, Choi-Kain, & McMain, 2013). Con respecto a la genética, su papel en la
etiologia del TLP se ha vuelto casi indiscutible y actualmente el modelo etiolégico mas
aceptado es el de la interacciéon gen-ambiente o “modelo de diatesis-estrés” (Leichsenring et
al., 2011), segun el cual algunos individuos tendrian un genotipo que les haria mas vulnerables

para desarrollar psicopatologia en caso de ser expuestos a sucesos adversos. De hecho, una de

I “« IM

las teorias psicoldgicas mas aceptadas del desarrollo del TLP es el “modelo biopsicosocial”, el
cual postula que la genética individual y los antecedentes de traumas en la infancia
condicionarian el desarrollo de factores bioldgicos y psicosociales los cuales, al interaccionar,
propiciarian el desarrollo de la psicopatologia caracteristica del TLP (Figura 1). (Beauchaine,

Klein, Crowell, Derbidge, & Gatzke-Kopp, 2009; Crowell, Beauchaine, & Linehan, 2009).

Figura 1. Modelo biopsicosocial del TLP (adaptado de Leichsenring et al., 2011).

Factores genéticos Experiencias adversas en la infancia
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- Disregulacion conductual

- Relaciones alteradas

En los siguientes apartados se expondra un resumen del conocimiento actual sobre los
factores ambientales y genéticos asociados con el TLP, asi como de la interaccidon de los

mismos.
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1.2. FACTORES AMBIENTALES EN EL TLP: EL PAPEL DE LOS TRAUMAS INFANTILES

Entre los factores ambientales que se han relacionado con el desarrollo del TLP, al que se le ha
dado generalmente mayor importancia es al antecedente de sucesos traumaticos en la
infancia. De hecho, entre el 30% y el 90% de los sujetos con TLP refieren haber sufrido algin
tipo de trauma en los primeros afios de vida (Battle et al., 2004; Bornovalova et al., 2013;
Lobbestael, Arntz, & Bernstein, 2010; Zanarini, 2000). En estudios retrospectivos se han
descrito porcentajes de abuso sexual de entre el 40% y el 71% (Battle et al., 2004; Zanarini,
2000), de abuso fisico de entre el 25% y el 73% (Golier et al., 2003; Zanarini et al., 2000) y de
abuso emocional de entre el 13% y el 76% (Battle et al., 2004; Laporte, Paris, Guttman, &
Russell, 2011). Aunque histdricamente el mayor protagonismo ha recaido sobre el abuso
sexual, en los Ultimos afios el interés se esta centrando en el abuso/negligencia emocional
(Hernandez, Arntz, Gaviria, Labad, & Gutiérrez-Zotes, 2012; Kuo, Khoury, Metcalfe, Fitzpatrick,
& Goodwill, 2015); no obstante, aun no acaba de quedar claro si hay algun tipo de trauma

infantil que se asocie con mas frecuencia que el resto al desarrollo del TLP.

Pese a que los resultados de estos estudios parecen apuntar claramente hacia un papel
relevante de los traumas infantiles en el TLP, no dejan de ser datos retrospectivos y, por tanto,
sujetos a problemas tales como el sesgo de memoria. Sin embargo, la asociacidon entre
maltrato infantil y TLP ha sido respaldada por estudios prospectivos (Johnson, Cohen, Brown,
Smailes, & Bernstein, 1999; Johnson et al., 2001; Spataro, Mullen, Burgess, Wells, & Moss,
2004; Widom, Czaja, & Paris, 2009). Por ejemplo, Widom y colaboradores siguieron a 500
nifios que habian sufrido algin trauma fisico y/o sexual y a 396 controles apareados, y
observaron que los nifios con traumas infantiles cumplian criterios para TLP en la edad adulta

con mayor frecuencia que los controles.

Ademas de con la propia enfermedad, los traumas infantiles también se asocian con la
gravedad de los sintomas del TLP, asi como con otros indicadores de seriedad como pueden
ser el deterioro psicosocial (Silk, Lee, Hill, & Lohr, 1995; Zanarini et al., 2002) y los intentos de

suicidio (Horesh, Nachshoni, Wolmer, & Toren, 2009; Soloff, Lynch, & Kelly, 2002).

Los antecedentes de traumas en la infancia no sélo se asocian con el TLP y su gravedad sino
con el desarrollo de otros trastornos psiquiatricos. EIl mecanismo exacto por el cual pueden
provocar psicopatologia no es del todo conocido, pero la investigacion realizada hasta la fecha

ha aportado datos interesantes que se resumen a continuacion.
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1.2.1. Traumas infantiles y psicopatologia

Varios estudios preclinicos y clinicos han mostrado que durante la época perinatal y la infancia
el ambiente ejerce un impacto crucial en la maduracién de estructuras y funciones cerebrales
(para una revisidn: Bock, Rether, Groger, Xie, & Braun, 2014; Bremner & Vermetten, 2001;
Loman et al., 2010). El resultado de la exposicidn a sucesos vitales estresantes dependerd del
tipo y la duraciéon de la misma (Andersen, 2003; Bock et al., 2014), asi como del estado
madurativo del cerebro en el momento de la exposicidn, de tal forma que el impacto serd
mayor en periodos criticos en que haya una elevada plasticidad neuronal, y, por tanto, una
mayor sensibilidad al ambiente (Lupien, McEwen, Gunnar, & Heim, 2009). Entre los cambios
asociados a la exposicion a factores estresantes se han descrito reducciones de volumen en
areas prefrontales (Baker et al., 2013; van Harmelen et al.,, 2010) y limbicas, como el

hipocampo y la amigdala (Teicher, Anderson, & Polcari, 2012; Woon & Hedges, 2008).

Uno de los mecanismos por los cuales los factores estresantes podrian provocar alteraciones
en el desarrollo de estructuras cerebrales es el propuesto por la hipdtesis de neurotoxicidad
(Packan & Sapolsky, 1990). Segun esta hipdtesis, el estrés mantenido provocaria una alteracion
de la funcién del eje hipotaldmico-hipofisario-adrenal (HHA) que resultaria en una respuesta
ineficiente al estrés y/o en unos niveles de cortisol crénicamente elevados que provocarian
dafios a nivel cerebral. La funcion del eje HHA puede verse afectada por el estrés porque es
uno de los principales sistemas del organismo para responder ante los factores estresantes. En
el siguiente apartado se describe cdmo responde el organismo ante el estrés y como pueden

los traumas infantiles afectar a esta respuesta.

1.2.1.1. Sistemas de respuesta al estrés

Se considera que un factor es estresante cuando amenaza al equilibrio u “homeostasis” del
organismo. La respuesta fisioldgica al estrés, también conocida como “alostasis”, consta de un
componente psicolégico y otro fisiolégico (Sterling & Eyer, 1988). El psicoldgico incluye
procesos que intentan predecir las consecuencias de la exposicion al factor estresante y
ejercer control sobre la situacidn. El fisiolégico consiste en la activacion del sistema nervioso
simpatico y del eje HHA, los cuales se encargan de la respuesta periférica y central,
respectivamente. A nivel central también se produce la liberacion de catecolaminas, entre ellas
de noradrenalina a partir de la activacién de los cuerpos neuronales del locus coeruleus

(Bremner & Vermeten, 2001).
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La respuesta fisioldgica al estrés tiene dos modos de accidn (de Kloet, Joéls, & Holsboer, 2005)
(Figura 2):

- Modo rapido: es la respuesta inicial, conocida como fight-flight, y esta mediada por el
sistema simpatico y el eje HHA (a través de los receptores tipo | de hormona liberadora
de corticotropina - CRHR1 -). Este sistema es activado por vias que llegan al nucleo
paraventricular del hipotdlamo, entre ellas vias limbicas que se activan por estresores
psicolégicos y vias medulares ascendentes que transportan informacidn sensorial y
visceral. A nivel del eje HHA, se produce la liberacién de factor liberador de
corticotropina (CRF) desde el hipotalamo, desencadenando la secrecion de hormona
adrenocorticotropa (ACTH) desde la hipodfisis y ésta, a su vez, la liberacion de
glucocorticoides por parte de la glandula suprarrenal. Una vez en el torrente
sanguineo, los glucocorticoides se uniran a los receptores mineralocorticoides y
glucocorticoides, y controlaran la secrecion del eje de forma retroactiva uniéndose a
receptores tanto en la hipdfisis como en el hipocampo. En esta fase tiene lugar
también una liberacién de catecolaminas y neuropéptidos varios que contribuiran a
establecer un estado de alerta, de aumento de la atencién y de excitacion que
facilitara una adecuada respuesta al factor estresante.

- Modo lento: se encarga de propiciar la adaptacion y la finalizaciéon de la respuesta al
estrés mediante las urocortinas Il y Ill, las cuales tienen propiedades ansioliticas y
actuan a través de los receptores CRHR2. En esta fase tiene lugar también una
regulaciéon en la transcripcion de genes a través de la unién del cortisol a los
receptores mineralocorticoides y glucocorticoides, la cual propiciard, entre otras cosas,

el almacenamiento de informacién para futuros usos.

Los corticosteroides actuan tanto en el modo rdpido como en el lento. Cuando nos vemos
expuestos a una situacidon estresante, se produce una secrecién de glucocorticoides que
alcanza sus niveles maximos hacia los 15-30 minutos y empieza a disminuir lentamente 60-90
minutos mas tarde, normalizdandose aproximadamente a las 2 horas del inicio de la respuesta.
Como la afinidad de los glucocorticoides por los receptores de mineralocorticoides es mucho
mayor que por los receptores de glucocorticoides, los primeros estan mas implicados en el
inicio de la respuesta al estrés y los segundos en la finalizacidn de dicha respuesta, movilizando
los recursos energéticos necesarios para retornar a la homeostasis y para promover la

transcripcién de genes.
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Figura 2. Modos de accion de la respuesta fisioldgica al estrés

(adaptado de de Kloet et al., 2005).
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ACTH: hormona adrenocorticotropa; AVP: vasopresina; CRH: hormona liberadora de corticotropina; CRHR1:
receptor de CRH tipo 1; CRHR2: receptor de CRH tipo 2; GR: receptor de glucocorticoides; MR: receptor de
mineralocorticoides; MSH: melanotropina; POMC: proopiomelanocortina; SNP: sistema nervioso parasimpatico;
SNS: sistema nervioso simpatico.

Un afrontamiento se considera efectivo cuando la respuesta al estrés se activa rapidamente
cuando se necesita y se acaba de forma eficiente cuando ya no es necesaria. Si el
afrontamiento no es efectivo, puede haber niveles excesivamente elevados de cortisol que,

como ya se ha comentado, acaben provocando dafios a nivel cerebral.

Existen diversas maneras de estudiar el funcionamiento del eje HHA. Las mas empleadas en la
investigacion en psiquiatria son la medicién de los niveles de cortisol en diversos momentos
del dia (en sangre o saliva, o mediante orina de 24 horas), el test de supresidon con
dexametasona (DST) y la prueba de estimulacién con CRF. En el DST se administra
dexametasona exdgena y posteriormente se cuantifican los niveles de cortisol en sangre u
orina, los cuales deberian disminuir. En la prueba de estimulacion con CRF se administra
corticotropina con el objetivo de activar el eje HHA; en ocasiones se hace en combinacion con
el DST, de tal forma que primero se inhibe el eje con dexametasona y a continuacion se

administra CRF, lo cual en condiciones normales no deberia provocar secrecién de cortisol



ESTUDIO DE LA INTERACCION GEN-AMBIENTE EN EL TLP

dado que el eje estaria suprimido por la dexametasona. Ademds de con CRF, el eje HHA
también se puede estimular mediante procesos de induccidn emocional, que consisten en
someter al sujeto a situaciones estresantes como la visualizacidn de imdagenes o videos
desagradables o la exposicidon a una evaluacién social (Wingenfeld, Spitzer, Rullkotter, & Lowe,

2010).

1.2.1.2. Efectos de los traumas infantiles sobre los sistemas de respuesta al estrés

En modelos animales se ha visto que la exposicién a factores estresantes en épocas
vulnerables, como pueden ser las primeras etapas de la vida, puede afectar a la funciéon de los
sistemas de respuesta al estrés (Bremner, Krystal, Southwick, & Charney, 1996; de Kloet et al.,
2005). Se ha descrito que el estrés temprano, como la separacion materna o un cuidado
materno deficiente, provocaria una respuesta glucocorticoidea elevada, una reduccion de los
receptores de glucocorticoides en areas cerebrales como el hipocampo, el hipotadlamo y el
cortex frontal, un aumento del ARN mensajero (ARNm) del CRF hipotaldmico, un aumento de
la liberacién de ACTH y de noradrenalina y una reduccidon de los autorreceptores alfa-2 del
locus coeruleus, asi como respuestas conductuales equivalentes a clinica ansiosa. Ademas,
estos efectos serian prolongados en el tiempo y variarian en funcién del momento en que

tuviese lugar la exposicion (Lupien et al., 2009).

En humanos también se han descrito alteraciones en el funcionamiento del eje HHA asociadas
a la exposicidon a sucesos traumaticos en la infancia, aunque los resultados son menos
consistentes. Por ejemplo, se han descrito tanto reducciones (de Bellis et al., 1994a) como
aumentos (Kaufman et al., 1997) de la respuesta de ACTH al test de estimulacidon con CRF en
nifias con antecedentes de abuso sexual, o resultados opuestos en el DST en nifios con
fallecimiento parental subito (Weller, Weller, Fristad, & Bowes, 1990) con respecto a los
expuestos a un terremoto (Goenjian et al., 1996). También se han descrito alteraciones del
ritmo de secrecion del cortisol, con niveles bajos de cortisol salival por las mafianas y falta de
reduccidn por las tardes (Carlson and Earls, 1997; Goenjian et al., 1996). En adultos con
historia de traumas en la infancia se han visto asimismo alteraciones del eje, pero igualmente
poco consistentes. Asi, se ha descrito un aumento del cortisol en orina de 24 horas en mujeres
con abuso sexual infantil y trastorno por estrés postraumatico (TEPT) (Lemieux & Coe, 1995),
pero en cambio no en veteranos de Vietnam o supervivientes del holocausto con TEPT
(Yehuda, 2000). En resumen, parece que tanto en nifios como en adultos los traumas en la

infancia provocarian un funcionamiento aberrante del eje HHA, aunque adn no queda claro el
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tipo de disfuncién. Posiblemente influyan otros factores como el tipo de trauma o, como se ha

descrito en estudios con animales, el momento en que éste tenga lugar.

Como hemos visto, en la respuesta al estrés intervienen también los sistemas
catecolaminérgicos, entre ellos el sistema noradrenérgico (Bremner & Vermeten, 2001). Pocos
estudios en humanos han examinado la funcién de este sistema en relacién con el trauma
infantil, aunque parecen apuntar hacia un aumento de los niveles de noradrenalina. Asi, en
niflos con antecedentes de abuso en que no se evalué el diagndstico de TEPT encontraron
aumento de catecolaminas en orina de 24 horas (De Bellis, Lefter, Trickett, & Putnam, 1994b),
aumento que también se vio en sujetos con TEPT, tanto nifios (De Bellis et al., 1999) como

adultos (De Bellis et al., 1994b).

En resumen, todos estos hallazgos sugieren que los sucesos ambientales adversos tempranos
se asociarian con alteraciones persistentes en el eje HHA y en la respuesta noradrenérgica, lo

cual podria provocar una vulnerabilidad aumentada para el desarrollo de psicopatologia.

1.2.2. Neurobiologia de los traumas infantiles en el TLP

Como acabamos de ver, los traumas infantiles por si solos se asociarian con alteraciones en la
funcién de los sistemas de respuesta al estrés. Se ha intentado dilucidar si los traumas
infantiles también producirian estos cambios en sujetos con TLP, llevandose a cabo varios
estudios que han explorado principalmente la funciéon del eje HHA. Dicha funcidon se ha
evaluado desde multiples perspectivas (niveles basales de cortisol, DST, test de estimulacion
con CRF y test de estimulacidn con estresor psicosocial, fundamentalmente), pero hay muy
pocos estudios en general, con lo cual los resultados deberian interpretarse con cautela.

Veamos a continuacidon un resumen de estos resultados.

1.2.2.1. Influencia de los traumas infantiles sobre el eje HHA en el TLP

Al comparar sujetos con TLP y controles sanos se ha observado que existiria una asociacion
entre los traumas y los niveles basales de cortisol, la cual seria independiente del diagndstico
de TLP, y que el sentido de dicha asociacién (niveles aumentados o disminuidos) dependeria
del tipo de trauma (Carvalho Fernando et al., 2012; Simeon, Knutelska, Smith, Baker, &

Hollander, 2007).
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Por el contrario, parece que la presencia de traumas infantiles por si sola en pacientes con TLP
no influiria sobre la respuesta del eje al DST (Carrasco et al., 2007; Rinne et al., 2002), pero si
sobre la respuesta del eje a la estimulacion posterior con CRF, con un aumento significativo de
la ACTH y casi significativo del cortisol (Rinne et al., 2002). Por otra parte, en los sujetos con
TLP parece que el efecto de los traumas infantiles sobre el eje HHA diferiria del del TEPT
propiamente dicho (Goodman & Yehuda, 2002), pues los individuos con TLP y TEPT comdrbido
presentarian hipersupresion del eje en respuesta al DST en comparacidon con aquéllos con TLP
sin TEPT (Grossman et al., 2003; Lange et al., 2005; Rinne et al., 2002). Incluso un estudio
indica que el propio TLP, independientemente del TEPT, también alteraria la funcidén del eje

(Carrasco et al., 2007).

Con respecto a los niveles urinarios de cortisol en respuesta a un estresor psicosocial, se ha
visto que los antecedentes de traumas infantiles correlacionan inversamente con el cortisol

urinario basal (Simeon et al., 2007).

Otros estudios han examinado posibles disfunciones del eje HHA en sujetos con TLP sin tener
en cuenta la presencia o no de traumas en la infancia (para una revisién: Zimmerman & Choi-
Kan, 2009; Wingenfeld et al., 2010). Se han descrito varias alteraciones, principalmente una
menor sensibilidad del eje, pero no acaba de quedar claro si dichas alteraciones se relacionan
directamente con el TLP o median en la relacién otros factores como podrian ser,

precisamente, los traumas en la infancia.

1.2.2.2. Influencia de los traumas infantiles sobre el sistema noradrenérgico en el TLP

Hasta la fecha, sélo un estudio ha evaluado la influencia de los traumas infantiles sobre el
sistema noradrenérgico en sujetos con TLP (Simeon et al., 2007). Este trabajo investigaba la
reactividad del sistema noradrenérgico y del eje HHA en sujetos con TLP con diferentes grados
de disociacién y en controles sanos ante la exposicidon a un factor estresante psicosocial, el
Trier Social Stress Test (TSST; Kirschbaum, Pirke, & Hellhammer, 1993). No hubo diferencias
entre grupos en los niveles urinarios de noradrenalina basal ni en la reactividad noradrenérgica
medida en plasma al estrés. En el grupo de TLP, la gravedad de la disociacién tendia a
correlacionar inversamente con la noradrenalina urinaria basal, asi como positivamente con la
reactividad noradrenérgica al estrés. Los traumas infantiles no correlacionaron con los niveles

de noradrenalina.
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Otros estudios han evaluado Unicamente posibles alteraciones del sistema noradrenérgico en
sujetos con TLP, sin tener en cuenta la presencia o no de traumas infantiles. En ellos no se
cuantificaron directamente los niveles de noradrenalina, sino de alfa-amilasa, un marcador de
la activacion del sistema nervioso auténomo. Los resultados no son concluyentes. Mientras en
dos estudios se vio una hiporreactividad de la alfa-amilasa ante estrés psicosocial (TSST) en
sujetos con TLP en comparacién con controles (Nater et al., 2010; Scott, Levy, & Granger,
2013), en otro se observd una hiperreactividad de dicha enzima durante un proceso de
induccion emocional con imagenes desagradables (International Affective Picture System —
IAPS -; Lang, Ohman, & Vaitl; 1988) (Feliu-Soler et al., 2013). Las diferencias en los resultados
podrian deberse, entre otras causas, a los diferentes métodos de induccién emocional
empleados (TSST vs. IAPS). En ninguno de los estudios se encontraron diferencias entre grupos

en los niveles basales de alfa-amilasa.

De todos estos estudios, se podria concluir que, tal y como sucede en la poblacidn general, en
los sujetos con TLP los traumas en la infancia se asociarian con alteraciones en el
funcionamiento de los sistemas de respuesta al estrés (principalmente del eje HHA, puesto que
del sistema noradrenérgico faltarian datos). La funcidn de estos sistemas también diferiria
entre sujetos con TLP y controles sanos, pero alin no acaba de quedar claro en qué sentido iria

la diferencia y el papel que jugarian los traumas infantiles en dicha diferencia.

1.3. GENETICA DEL TLP

El interés por el estudio genético en el TLP nace de los primeros estudios con familias y
gemelos que mostraron una heredabilidad del trastorno. A raiz de ello, se han intentado
buscar genes concretos asociados con esta patologia, aunque como veremos esta tarea ha sido
hasta el momento poco fructifera. A diferencia de otras patologias psiquidtricas, el estudio
genético en el TLP esta todavia poco desarrollado, son pocos los grupos de investigacidon que
se dedican a ello y no se ha establecido atn una gran red de colaboracién que permita hacer
anadlisis exhaustivos en grandes muestras, lo cual podria explicar en parte la escasez de
resultados. Antes de describir en detalle los estudios publicados, repasaremos algunos

conceptos generales sobre los estudios de genética en psiquiatria.
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1.3.1. Introduccidn a los estudios de genética en psiquiatria

1.3.1.1. Estudios de genética epidemioldgica

El objetivo principal de la genética epidemioldgica es identificar el papel que juegan los
factores genéticos, en interaccidn con factores ambientales, en el origen de las enfermedades.

Incluye estudios de familias, estudios de gemelos y estudios de adopcidn.

1.3.1.1.1. Estudios de agregacion familiar

Los estudios de agregacion familiar (en inglés, familial aggregation studies), también
denominados estudios de familias (en inglés, family studies), tratan de investigar la agregacion
o recurrencia de una determinada enfermedad en una familia comparando la prevalencia de
dicha enfermedad en familiares de los casos indice (individuos afectados) con la prevalencia en
familiares de los controles. Si los familiares de los sujetos afectados tienen un mayor riesgo de
padecer la enfermedad, decimos que existe agregacién familiar de dicha enfermedad. Una alta
agregacion familiar no es sinédnimo de que la causa de la enfermedad sea Unicamente genética,
puesto que las familias no sélo comparten genes sino también influencias ambientales. Por
ello, para distinguir entre factores genéticos y ambientales compartidos es preciso llevar a

cabo estudios de gemelos.

1.3.1.1.2. Estudios de gemelos

Los estudios de gemelos (en inglés, twin studies) intentan medir la heredabilidad de un
trastorno, definida ésta como la proporcién de variacién observada que puede atribuirse a
factores genéticos heredados mas que a factores ambientales. Se estima calculando la
diferencia de concordancia para un rasgo o enfermedad entre gemelos monocigéticos (MZ),
que comparten el 100% de su material genético, y gemelos dicigéticos (DZ), que comparten en
promedio el 50% de sus genes (Boomsma, Busjahn, & Peltonen, 2002). Asumiendo que los
factores de riesgo ambientales no difieren sistemdaticamente, si se observa que los MZ son
concordantes con mayor frecuencia que los DZ, puede concluirse que los factores genéticos
estan por lo menos parcialmente involucrados en el origen de dicha enfermedad. Si no hay
diferencia entre MZ y DZ, se puede plantear que hay una mayor implicacion de factores

ambientales compartidos.
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1.3.1.1.3. Estudios de adopcion

Los estudios de adopcion (en inglés, adoption studies) comparan la frecuencia de un
determinado rasgo o enfermedad en un nifio adoptado y en sus padres biolédgicos y padres
adoptivos. El objetivo es intentar distinguir entre el factor genético (representado por los
rasgos comunes entre los padres bioldgicos y el nifio dado en adopcién) y el factor ambiental
(representado por los rasgos comunes entre los padres adoptivos y el nifio adoptado) (Plomin,

DeFries, McClearn, & Rutter, 1997).

Los estudios de agregacion familiar, de gemelos y de adopcién han visto que todos los
trastornos psiquiatricos se agregan en familias, son heredables y no siguen una transmision
mendeliana (Kendler, 2013). Esto nos dice, entre otras cosas, que las enfermedades
psiquiatricas son bioldgicas y que en su etiologia intervienen factores comunes a los diferentes
miembros de una familia (tanto genéticos como ambientales). Sin embargo, estos estudios no
aportan datos sobre los mecanismos moleculares subyacentes a las enfermedades (Kendler,

2013). Para ello hay que llevar a cabo técnicas de genética molecular.

1.3.1.2. Estudios de genética molecular

Con los estudios de genética molecular se intenta comprobar la hipdtesis de que un gen
determinado se asocia o no con una enfermedad. Este gen, que por lo general se elige en base
a los conocimientos existentes sobre las bases bioldgicas de dicha enfermedad, se denomina
“gen candidato”. Los andlisis mas empleados son el andlisis de ligamiento y el analisis de

asociaciones alélicas, ambos basados en técnicas de clonacién posicional.

Los estudios de genética molecular emplean los denominados marcadores genéticos. Un
marcador genético (o marcador molecular) es un segmento de ADN, por lo general de funcion
desconocida, del cual se conoce su localizacién dentro del cromosoma (llamada locus). Como
los segmentos de ADN que se encuentran préximos en un cromosoma tienden a heredarse
juntos, los marcadores se emplean a menudo como formas indirectas de rastrear el patrén
hereditario de un gen que todavia no ha sido identificado, pero del que se conoce su ubicaciéon
aproximada. Se han localizado marcadores a lo largo de todo el genoma como parte del
Proyecto del Genoma Humano (concretamente el proyecto HapMap: www.hapmap.org). Los
marcadores genéticos son polimodrficos, es decir, presentan varios alelos (también

denominados variaciones) con una frecuencia relativamente alta en la poblacién (superior al
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1% para el menos frecuente); al ser polimérficos, los alelos se denominan polimorfismos (es
decir, un polimorfismo es cada una de las variantes en la secuencia de ADN entre los
individuos de una poblacién determinada). La mayoria de los polimorfismos no se manifiestan
externamente porque se encuentra en regiones del ADN no codificantes. Aunque existen
varios tipos de polimorfismos, del que hablaremos en esta tesis es del polimorfismo de
nucledtido simple (SNP, del ingrés single nucleotide polymorphism), que consiste en una
variacién del ADN que afecta a una sola base nitrogenada. Con el proyecto HapMap se han
definido un conjunto reducido de SNPs altamente informativos a lo largo de todo el genoma,
denominados TagSNPS. Otros tipos de polimorfismos son los polimorfismos de longitud de
fragmentos de restriccién (RFLP, del inglés restriction fragment length polymorphism), los
microsatélites o repeticiones cortas en tandem (STR, del inglés short tandem repeats), el
numero variable de repeticiones en tandem (VNTR, del inglés variable number tandem

repeats) o las inserciones/delecciones de uno o varios nucleétidos.

1.3.1.2.1. Estudios de ligamiento

El andlisis de ligamiento (en inglés, linkage analysis) es un método basado en familias para
identificar genes que podrian estar implicados en la etiologia de una enfermedad. Se
fundamentan en la siguiente premisa: si individuos suficientemente relacionados comparten
tanto un rasgo (por ejemplo, una enfermedad determinada) como un marcador genético, se
puede inferir que existe un gen relacionado con dicho rasgo en las inmediaciones del

marcador.

En las décadas de los 80 y 90 se hicieron multiples estudios de ligamiento con el objetivo de
identificar genes individuales implicados en las enfermedades psiquiatricas, pero hubo poco
éxito porque no se lograron replicar los resultados (Amad, Ramoz, Thomas, Jardri, & Gorwood,
2014). Tampoco mejord la situacidn al intentar conseguir muestras mas grandes mediante
estudios colaborativos o al realizar meta-analisis. El interés comenzd entonces a centrarse en

los estudios de asociacidn de genes canditatos.

1.3.1.2.2. Estudios de asociacion y GWAS

Mientras que el andlisis de ligamiento evalla la cosegregacion de alelos entre miembros de
una familia, el andlisis de asociacion (en inglés, association analysis) es un método basado en

la poblacidon (y mas raramente en familias) que evalia la diferencia en la frecuencia de
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presentacion de un alelo entre grupos de individuos afectados y no afectados por una
enfermedad. Se basa, por tanto, en la asuncidn de que el alelo investigado se asocia con la

enfermedad si difiere en frecuencia entre los dos grupos de individuos investigados.

La asociacidn entre un alelo y un fenotipo puede ocurrir por tres motivos (Wyszynski, 1998):
(1) el alelo tiene una influencia directa sobre la enfermedad a estudio;

(2) el alelo estd en desequilibrio de ligamiento (linkage desequilibrium) con el alelo que
predispone para dicha enfermedad, es decir, el alelo causante del fendmeno esta fisicamente
cercano al alelo en estudio;

(3) hay una mezcla poblacional, ya que en una poblacidn con varios grupos étnicos cualquier
fenotipo comun a un grupo étnico resultard en una asociacion positiva con cualquier alelo que
también sea mas frecuente en dicho grupo. Para evitar estas asociaciones espurias se
recomienda seleccionar poblaciones relativamente homogéneas o aparear los casos con

controles de la misma etnia y preferiblemente de la misma zona geografica.

Por lo general, los estudios de ligamiento serian mejores para identificar alelos de baja
frecuencia con tamarios del efecto grandes, mientras que los estudios de asociacion tendrian
mas poder para identificar variantes comunes con efectos bajos (Risch & Merikangas, 1996)
(Figura 3). Por tanto, en el caso de las enfermedades mentales a priori serian mas utiles los
estudios de asociacion, pues se cree que en cada enfermedad habria muchos genes implicados
con efectos individuales muy pequefios (O.R. < 2), los cuales podrian actuar de forma
independiente o interaccionando necesariamente con otros genes o factores ambientales, y

asociarse con la enfermedad o con subtipos especificos (Burmeister, Mclnnis, & Zéllner, 2008).

Desde mediados de los 90 este tipo de estudios han sido los predominantes en genética en
psiquiatria, inicialmente basados en genes candidatos y mas recientemente en el genoma
completo. Los estudios de asociacion del genoma completo (en inglés GWAS, de genome-wide
association study) vendrian a ser lo contrario de los estudios de genes candidatos, puesto que
el GWAS analiza cientos de miles de variantes comunes, lo que permite la deteccion de

variantes que a priori no se habria planteado su asociacién con la enfermedad.

Los estudios de asociacion no han logrado encontrar variantes genéticas asociadas de forma
consistente con ninguna enfermedad psiquiatrica. Tampoco los GWAS han conseguido por el

momento resultados espectaculares, pero si se estan empezando a replicar algunos resultados
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al aumentar el tamano de las muestras (Kendler, 2013). Por ejemplo, en el primer trabajo
importante del Psychiatric GWAS Consortium (PGC) Schizophrenia group (Ripke et al., 2013), 81
de los SNPs mas significativos de la muestra primaria (9394 casos y 12462 controles) fueron
significativos en una amplia muestra de replicacidon (8442 casos y 29839 controles). [dem en el
caso del trastorno bipolar (Psychiatric GWAS Consortium Bipolar Disorder Working Group,

2011).

Figura 3. Tipos de estudio segin tamaiio del efecto y frecuencia alélica

(adaptado de Concannon et al., 2009).
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1.3.2. Estudios genéticos en el TLP

Como en el resto de patologias psiquiatricas, la hipdtesis de un posible componente genético
en el TLP se planted a partir de los resultados de los estudios de agregacion familiar. Una vez
confirmada la heredabilidad del trastorno con los estudios de gemelos, emergid el interés en
intentar dilucidar qué genes concretos podrian estar implicados en la etiopatogenia del TLP, lo
que ha propiciado la aparicidn, en los ultimos 15 afios, de varios estudios de asociacion de

genes candidatos. Tal y como indican las revisiones y meta-analisis al respecto (Amad et al.,
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2014; Calati, Gressier, Balestri, & Serretti, 2013), los resultados de dichos estudios han sido,
hasta la fecha, poco concluyentes. Cabe decir, sin embargo, que la mayoria de estudios de
asociacion en el TLP han empleado muestras muy pequefias, de menos de 200 casos. Esto,
unido al hecho de que cada estudio ha analizado muy pocos polimorfismos, y que la sospecha
en los trastornos poligénicos es que cada variacion genética explicaria una parte muy pequenia
del efecto, posiblemente ha contribuido a la ausencia de resultados concluyentes. En los
ultimos afos, ademas, la tendencia ha sido a incorporar también el componente ambiental en
los estudios de genética, de acuerdo con la hipétesis gen-ambiente de la enfermedad mental.
Estos estudios parecen estar dando algun resultado positivo, pero aun es muy temprano para
extraer conclusiones definitivas al respecto. Asi, en resumen, de los estudios de genética en el
TLP se podria concluir que los datos parecen indicar que el TLP es un trastorno heredable, del
cual todavia desconocemos qué genes estarian implicados, y que el papel de dichos genes en

la etiologia del trastorno estaria modulado por la exposicidn a ciertos factores ambientales.

En los siguientes apartados se explicardn mas en detalle los diferentes estudios de genética en
el TLP. Los trabajos que incluyen también un componente ambiental se expondran en el

apartado 1.4.

1.3.2.1. Estudios de agregacion familiar

Estos estudios mostraron que el riesgo de presentar TLP era mayor en familiares de sujetos
con TLP, y oscilaba entre 5,1 (Baron, Gruen, Asnis, & Lord, 1985) y 22,2 (Riso, Klein, Anderson,
& Ouimette, 2000). Sélo un estudio mostrd un riesgo inferior a 1 (Pope, Jonas, Hudson, Cohen,
& Gunderson, 1983), aunque en este caso el diagndstico de TLP se efectud mediante revision
del historial médico y no mediante entrevista clinica. El principal problema de todos estos
estudios son sus déficits metodolégicos, entre ellos el uso de métodos de muestreo dudosos,
tamafios de muestra pequeifos o métodos diagndsticos variados. Asi, por ejemplo, la
evaluacion clinica de casos y familiares varia en funcidon del estudio, pudiendo efectuarse
mediante revisién del historial médico (Loranger, Oldham, & Tulis, 1982; Pope et al., 1983),
autoinformado (Reich, 1989) o por entrevistas estructuradas (Bandelow et al., 2005; Baron et
al., 1985; Johnson et al., 1995; Links, Steiner, & Huxley, 1988; Riso et al., 2000; Stone, Kahn, &

Flye, 1981; Zanarini, Gunderson, Marino, Schwartz, & Frankenburg, 1988).

Un estudio mucho mas reciente que ha intentado solventar estas limitaciones metodoldgicas

empleando una amplia muestra de casos, controles y familiares (132 sujetos con TLP, 134 sin
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TLP, 102 con depresién mayor y 885 familiares), y evaludndolos mediante entrevistas
diagndsticas estructuradas, ha confirmado la presencia de agregacién familiar del TLP, puesto
que el riesgo de diagndstico de TLP fue 3,9 veces superior en los familiares de casos con TLP

(14,1% vs. 4.9%, p<0.001) (Gunderson et al., 2011b).

1.3.2.2. Estudios de gemelos

Aunque los primeros estudios de gemelos en TLP o no apoyaban la heredabilidad del trastorno
(Torgersen, 1984) o describian una heredabilidad de casi el 70% (Torgersen et al., 2000),
estudios posteriores con muestras mucho mas grandes, de un minimo de 1000 gemelos, han
estimado una heredabilidad media de aproximadamente el 40% (Amad et al., 2014). Asi, dos
estudios en 2794 y 1386 gemelos de la poblacién general, evaluados con la Structured
Interview for DSM-IV Personality Disorder (SIDP-1V), mostraron heredabilidades del 37,1%
(Kendler et al., 2008) y 35% (Torgersen et al., 2008), respectivamente. Otro estudio con 2801
gemelos que empleaba la misma entrevista diagndstica estimd una heredabilidad en torno al
35% para los rasgos TLP (Reichborn-Kjennerud et al, 2010). Con otras entrevistas diagndsticas
se han obtenido resultados similares, con heredabilidades del 42% (Distel et al., 2008b) y del
30-50% (Bornovalova, Hicks, lacono, & McGue, 2009). Un estudio mas reciente, con 2800
gemelos diagnosticados mediante un cuestionario autoinformado y la SIDP-IV, ha estimado

una heredabilidad cercana al 67% (Torgersen et al., 2012).

1.3.2.3. Estudios de ligamiento

Hata la fecha Unicamente se ha publicado un estudio de ligamiento en el TLP. En dicho estudio,
que incluyé 711 pares de hermanos (300 DZ varones y hermanos y 510 DZ mujeres vy
hermanas) y 561 padres, vieron evidencia de ligamiento con rasgos TLP en los cromosomas 4,
9y 18, aunque de los tres el que mostré un mayor ligamiento fue el cromosoma 9. A partir de
estos datos, los autores dedujeron que el cromosoma 9 es el mejor candidato para incluir
genes implicados en el desarrollo de rasgos TLP (Distel, Hottenga, Trull, & Boomsma, 2008a).
Curiosamente, posteriormente no se han hecho estudios de asociacidn con genes candidatos

de este cromosoma.

1.3.2.4. Estudios de asociacion

La mayoria de los estudios de asociacion en sujetos con TLP han sido a partir de genes

candidatos de los sistemas serotoninérgico y dopaminérgico (Tabla 3), puesto que se han
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sugerido alteraciones de estos sistemas en el trastorno (Skodol et al., 2002). Por el momento
sélo se ha publicado un GWAS, y no en el TLP sino en rasgos de personalidad limites. Los
resultados de los estudios de genes candidatos se han recopilado en 2 exhaustivas revisiones
(Amad et al. 2014; Calati et al., 2013), en las cuales se realizé también meta-analisis en
aquellos casos en que habia un minimo de estudios para el mismo polimorfismo (dos estudios
en la revisién de Amad y colaboradores; tres estudios en la de Calati y colaboradores). Como
veremos a continuacion con mas detalle, no se han encontrado resultados concluyentes para

ninguno de los polimorfismos estudiados.

En el sistema serotoninérgico se ha explorado la presencia de polimorfismos de riesgo en
genes como el transportador de serotonina (SCL6A4) (Lyons-Ruth et al., 2007; Maurex, Zaboli,
Ohman, Asberg, & Leopardi, 2010; Ni et al., 2006b; Pascual et al., 2007, 2008; Tadic et al.,
2009b, 2010), los receptores de serotonina (HTR) (Ni et al., 2006a; Ni, Chan, Chan, McMain, &
Kennedy, 2009; Tadic et al., 2009a; Zetzsche et al., 2008), la triptéfano hidroxilasa | (TPH1) (Ni
et al., 2009; Wilson et al., 2009, 2012; Zaboli et al., 2006) y la triptéfano hidroxilasa Il (TPH2)
(Ni et al., 2009; Perez-Rodriguez et al., 2010). La mayor parte de los estudios no encontraron
asociaciones entre TLP y variantes de estos genes serotoninérgicos, resultado confirmado
mediante meta-analisis para los genes SLC6A4 (polimorfismos 5-HTTLPR y STin2 VNTR) y TPH1
(variante rs1800532). Si hubo resultados positivos para los genes TPH2 (variante rs2171363) y
HTR2C (variante rs6318), aunque por el momento no es posible extraer conclusiones
especificas por el escaso nimero de estudios. Con el gen SCL6A4 se vieron asociaciones entre
variantes alélicas y rasgos caracteriales o sintomas del trastorno (Lyons-Ruth et al., 2007;

Maurex et al., 2010).

En cuanto al sistema dopaminérgico, se han explorado el transportador de dopamina (SLC6A3)
(Joyce et al., 2006, 2009; Nemoda et al., 2010), los receptores de dopamina (Nemoda et al.,
2010), la tirosina hidroxilasa (Tadic et al., 2010) y la DOPA descarboxilasa (Mobascher et al.,
2014). Como en el caso de los genes serotoninérgicos, los resultados de estos estudios no son

concluyentes.

También se han examinado las enzimas encargadas de la degradacion de las monoaminas, en

concreto la monoamino oxidasa A (MAO-A) (Ni et al., 2007) y la catecol-O-metiltransferasa

(COMT) (Lazzaretti et al., 2013; Nemoda et al., 2010; Tadic et al., 2009b).
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Otros genes investigados han sido el factor neurotréfico derivado del cerebro (BDNF) (Tadic et
al., 2009a), el gen SCN9A — que codifica para un canal de sodio de neuronas hipocampales -
(Tadic et al., 2008), el receptor 1A de arginina-vasopresina (Vogel et al., 2012) y el NRXN3 —
molécula de adhesién celular - (Panagopoulos et al., 2013), asi como tres genes asociados con

el Trastorno Bipolar (Witt et al., 2014).

También se han estudiado interacciones entre genes, tanto serotoninérgicos (Ni et al., 2009;
Tadic et al.,, 2010), como serotoninérgicos con dopaminérgicos (Tadic et al., 2009b) vy
serotoninérgicos con BDNF (Tadic et al., 2009a) (Tabla 3). Se han descrito asociaciones entre
variantes de los genes TPH2 y HTR2C, y de los genes TPH2, HTR2C, 5-HTT y MAOA, con el TLP,

pero estos resultados atin no han sido replicados.

Hasta la fecha no se han realizado GWAS en el TLP, pero si ha aparecido recientemente un
GWAS en poblacidon general con rasgos limites de la personalidad (Lubke et al., 2014),
evaluados mediante la escala autoaplicada PAI-BOR (Personality Assessment Inventory-
Borderline Features). En dos cohortes holandesas (N= 7125) se vio una asociacién con el gen
que codifica para la proteina SERINC5, en el cromosoma 5, proteina implicada en la
mielinizacion. Este resultado fue replicado en una tercera cohorte holandesa independiente

(N= 1301).

La ausencia de resultados firmes en los estudios de asociacién con genes candidatos en el TLP
podria deberse a varios motivos (Amad et al., 2014). En primer lugar, al tamafo reducido de
las muestras, que en la mayoria de los casos son inferiores a 200 individuos. En segundo lugar,
a la elevada heterogeneidad sintomatica del trastorno, con diferentes genes implicados en los
diversos sintomas. En tercer lugar, a la alta comorbilidad con otras entidades tanto de eje |
como de eje Il, en las cuales podrian estar implicados otros genes. En cuarto lugar, a las
diferencias metodoldgicas entre los diversos estudios, por ejemplo, en cuanto a criterios de
inclusion o de exclusidn. Y finalmente, a la probable implicacion de factores ambientales, tanto
mediante procesos de interaccion como de correlacién. Por ello, la tendencia natural de estos
ultimos afios ha sido a ir incorporando los factores ambientales en los estudios de genética. A

continuacién los veremos con mayor detalle.
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Tabla 3. Estudios de asociacion en el TLP.

GEN AUTORES POLIMORFISMOS MUESTRA (M/H) ETNIA RESULTADOS
SISTEMA SEROTONINERGICO
Transportador de Tadic et al., 2010 5-HTTLPR (S/La/Lg), rs25531, STin2 156 TLP (108/48) Caucdsica No asociacion
serotonina (SCL6A4) 152 controles (106/46)
Ni et al., 2006b 5-HTTLPR (S/ La/Lg), rs25531, STin2 89 TLP (76/13) Caucasica STin2: TLP mayores niveles de VNTR
269 controles (141/128) 10 repeticiones y menores de 12
repeticiones
Haplotipos: TLP mas S-10 y menos
La-12
Pascual et al., 2007 5-HTTLPR (S/L), STin2 65 TLP (55/10) Caucasica 5-HTTLPR: portadores de L bajas

puntuaciones en subescala “gusto
por fiestas y amigos” del ZKPQ
STin2: 10 repeticiones bajas
puntuaciones en “impulsividad”,
“busqueda de sensaciones” y “gusto
por fiestas y amigos”

Lyons-Ruth et al., 2007

5-HTTLPR (S/L)

34 casos con rasgos TLP
o antisociales (22

Casos: 28 caucdsicay 6
afro-americana

N2 alelos S asociado con incidencia
de rasgos limites o antisociales

rasgos) Controles: 42 caucasica
62 controles y 20 afro-americana
Pascual et al., 2008 5-HTTLPR (S/L), STin2 86 TLP Caucasica No asociacidn

100 controles

Maurex et al., 2010 5-HTTLPR (S/L) 77 TLP (77/0) Caucdsica S/S mas sintomas limites,
depresivos, ansiosos y obsesivo-
compulsivos, pero no mas
autoagresividad, que portadoras de
alelo L

Tadic et al., 2009b 5-HTTLPR (S/L) 161 TLP (112/49) Caucasica No asociaciéon

156 controles (110/46)
Receptor de serotonina Ni et al., 2009 rs6295, rs878567, rs749099, 113 TLP (95/18) Caucasica No asociacion
1A (HTR1A) rs1364043 113 controles (95/18)
Zetzsche et al., 2008 rs6295 25 TLP (25/0) N/D Portadoras de G volumen amigdala

25 controles (25/0)

menor que C/C

~ A4~
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Joyce et al., 2014

rs6295

50 TLP + TDM (34/16)
317 TDM (202/115)

Sujetos de Nueva
Zelanda, de origen

G/G se asocia con TLP (no
significativo al ajustar por edad y

europeo SNPs DAT1)
Receptor de serotonina Ni et al., 2009 rs1213371, rs11568817, rs130058, 113 TLP (95/18) Caucasica No asociacion
1B (HTR1B) rs6296, rs6297 113 controles (95/18)
Tadic et al., 2009a rs11568817, rs130058, rs6296, 161 casos (112/49) Caucasica No asociacion
rs6297 156 controles (110/46)

Receptor de serotonina Ni et al., 2009 rs674386, rs6300, rs604030 113 TLP (95/18) Caucasica No asociacion

1D (HTR1D) 113 controles (95/18)

Receptor de serotonina Ni et al., 2006a rs6313, rs4941573, rs2296972, 111 TLP (93/18) Caucasica No asociacidn con TLP, pero

2A (HTR2A) rs6314 287 controles (152/135) rs6313A vy rs4941573A se asocian
con “extraversion” de NEO-PI-R en
sujetos con TLP

Receptor de serotonina Ni et al., 2009 VNTR, rs6318 113 TLP (95/18) Caucasica TLP asociacion con rs6318G y con

2C (HTR2C) 113 controles (95/18) genotipo rs6318G/G

Receptor de serotonina Ni et al., 2009 rs1062613, rs1176719, rs948983 113 TLP (95/18) Caucasica No asociacién

3A (HTR3A) 113 controles (95/18)

Triptéfano hidroxilasa 1 Zaboli et al., 2006 rs4537731, rs684302, rs211105, 95 TLP con al menos 2 Caucasica Asociacién con varios haplotipos

(TPH1)

rs1800532, rs1799913, rs7933505

tentativas autoliticas
(95/0)
98 controles (98/0)

Wilson et al., 2009

rs1800532

100 TLP + TA (81/19)
101 controles (62/39)

Casos: 78% caucasica no
hispana, 22% hispana
Controles: 87,1%
caucasica no hispana,
12,9% hispana

TLP asociacion con alelo A,
independientemente de la conducta
suicida

Wilson et al., 2012

rs4537731, rs1800532

98 TLP + TA (81/17)
300 TA (190/110)

Casos: 79,6% caucdsica
no hispana, 20,4%
hispana

Controles: 80,7%
caucasica no hispana,

Asociacién con alelo A

19,4% hispana
Ni et al., 2009 rs7130929, rs1800532 113 TLP (95/18) Caucasica No asociacion
113 controles (95/18)
Triptéfano hidroxilasa 2 Ni et al., 2009 rs4570625, rs11178997, 113 TLP (95/18) Caucasica TLP asociacion con rs2171363Ty

(TPH2)

rs10784941, rs1843809, rs1386494,
rs2171363, rs1487280, rs1872824

113 controles (95/18)

con los genotipos que contienen el
alelo T,y conrs10784941y
genotipos que contienen G
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Pérez-Rodriguez et al., 2010

Haplotipo GGTG (rs2171363,
rs1386491, rs6582078, rs1352250)

109 TLP

142 otros TP

103 controles
(135 mujeres, 219
hombres)

51,4% blanca europea
22,9% negra

16,7% hispana

8,2% asiatica

0,6% mezcla

0,3% india

TLP asociacién con haplotipo

SISTEMA DOPAMINERGICO

Transportador de
dopamina (SLC6A3)

Joyce et al., 2006

Alelo 9-10 repeticiones

22TLP+TAy 135TA
21TLP +TAy 157 TA

>95% caucasica

Asociacién

Joyce et al., 2009

Alelo 9-10 repeticiones

Depresivos y familiares
de 12 grado, con varios
diagndsticos (N=512;
67,8% mujeres; 22
TLP+TA)

N/D

No asociacion

Nemoda et al., 2010

40bp VNTR

Muestra 1: 99 sujetos
de familias con pocos
ingresos (59/40)
Muestra: 136 TA
(104/32)

Muestra 1: 66
caucasica, 26 uno o dos
progrenitores afro-
americanos, 7 uno o dos
progenitores hispanos
Muestra 2: caucasica

No asociacion

Joyce et al., 2014

Alelo de 9-10 repeticiones

50 TLP + TDM (34/16)
317 TDM (202/115)

Sujetos de Nueva
Zelanda, de origen
europeo

Genotipo 9,10 se asocia con TLP

Receptores de dopamina

Nemoda et al., 2010

DRD2: TaqlA=rs1800497,
TaqlB=rs1079597,
TaqlD=rs1800498
DRD4: 48bp VNTR

Muestra 1: 99 sujetos
de familias con pocos
ingresos

136 TA

Muestra 1: 66
caucasica, 26 uno o dos
progrenitores afro-
americanos, 7 uno o dos
progenitores hispanos
Muestra 2: caucasica

Rasgos TLP asociacidén con DRD2
TaqlAl, TaqlB1y DRD4-616CC (sélo
éste se replicd en muestra
independiente)

Tirosinhidroxilasa (TH)

Tadic et al., 2010

Val81Met

156 TLP (108/48)
152 controles (106/46)

Caucasica

No asociacién

DOPA descarboxilasa Mobascher et al., 2014 rs2060762, rs4947535, rs3757472, 987 TLP (893/94) Caucasica TLP asociacién con rs12718541G
rs12718541, rs1451371, rs4947584, 1110 controles
rs1470750, rs3735273, rs12666409  (868/242)

ENZIMAS DE DEGRADACION DE LAS MONOAMINAS

Monoamino oxidasa A Ni et al., 2007 VNTR en el promotor y rs6323 111 TLP Caucasica Asociacién con VNTR

(MAO-A)

289 controles
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Catecol-O-
metiltransferasa (COMT)

Tadic et al., 2009b

Val158Met (=rs4680)

161 TLP (112/49)
156 controles (110/46)

Caucasica

TLP asociacion con Met158Met

Nemoda et al., 2010

Vall158Met (=rs4680)

99 sujetos de familias
con pocos ingresos
136 TA

66 caucasica

26 uno o dos
progrenitores afro-
americanos

7 uno o dos
progenitores hispanos

No asociacién

Lazzaretti et al., 2013

Vall158Met (=rs4680)

19 TLP
36 controles

Caucasica

TLP asociacion con alelo Met158

OTROS
Factor neurotrofico Tadic et al., 2009a rs6265 161 TLP (112/49) Caucasica No asociacion
derivado del cerebro 156 controles (110/46)
(BDNF)
SCN9A Tadic et al., 2008 rs16851799, rs7607967, rs4371369, 161 TLP (112/49) Caucasica No asociacién
rs4453709, rs4597545, rs4387806, 156 controles (110/46)
rs6754031, rs12620053,
rs13017637, rs12994338,
rs4447616
Receptor 1A de arginina- Vogel et al., 2012 AVR, RS1, RS3 161 TLP (112/49) Caucasica No asociacién
vasopresina (AVRP1A) 157 controles (110/47)
NRXN3 Panagopoulos et al., 2013 23 SNPs 1439 dependientes de Caucasica y asiatica No asociacion con rasgos TLP

heroina (563/876)
507 controles (281/226)

Genes asociados con Witt et al., 2014 CACNAI1C: rs1006737, rs4765913. 673 TLP (612/61) Caucasica TLP asociacién con CACNA1C

Trastorno bipolar en ANK3: rs10994336, rs10994397. 748 controles (411/337) rs1006737

GWAS 0DZ4:rs12576775.

INTERACCIONES ENTRE GENES

5-HTTLPR, COMT Tadic et al., 2009b 5-HTTLPR (S/L) 161 TLP (112/49) Caucdsica COMT Met158Met mas frecuente
COMT: Val158Met (=rs4680) 156 controles (110/46) en TLP con al menos un alelo S

HTR1B, BDNF Tadic et al., 2009a HTR1B: rs11568817, rs130058, 161 TLP (112/49) Caucasica TLP sobre-representacion de BDNF
rs6296, rs6297 156 controles (110/46) 196A en portadores de HTR1B A-
BDNF: rs6265 161

5-HT1A, 5-HT1B, 5-HT1D, Ni et al., 2009 5-HT1A: rs6295, rs878567, 113 TLP (95/18) Caucasica TLP: interacciones entre 5-HT2C

5-HT2C, 5-HT3A, TPH1,
TPH2, 5-HTT, 5-HT2A,
MAOA

rs749099, rs1364043
5-HT1B:rs1213371, rs11568817,
rs130058, rs6296, rs6297

113 controles (95/18)

rs6318 y TPH2 rs2171363, y entre 5-
HT2Crs6318, 5-HTT VNTR, MAOA
VNTRy TPH2 rs2171363
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5-HT1D: rs674386, rs6300, Pacientes con 5-HT2C rs6318G/G
rs604030 mayor frecuencia de TPH2
5-HT2A: rs6313, rs4941573, rs2171363C/T que los controles

rs2296972, rs6314

5-HT2C: VNTR, rs6318

5-HT3A: rs1062613, rs1176719,
rs948983

TPH1:rs7130929, rs1800532
TPH2: rs4570625, rs11178997,
rs10784941, rs1843809, rs1386494,
rs2171363, rs1487280, rs1872824
5-HTT: 5-HTTLPR (S/ La/Ls),
rs25531, STin2

MAOA: VNTR en el promotor y

rs6323

SCL6A4, TH Tadic et al., 2010 SCL6A4: 5-HTTLPR (S/La/Lg), 156 TLP (108/48) Caucasica No interacciones significativas
rs25531, STin2 152 controles (106/46)
TH: Val81Met

HTR1A, DAT1 Joyce et al., 2014 HTR1A: rs6295 50 TLP + TDM (34/16) Sujetos de Nueva No interacciones significativas
DAT1: alelo de 9-10 repeticiones 317 TDM (202/115) Zelanda, de origen

europeo

5-HTTLPR: regién polimérfica del promotor del transportador de serotonina; ANK3: gen de la ankirina 3, proteina de membrana del sistema nervioso; bp: pares de bases de ADN; CACNAI1C:
gen que codifica para el canal de calcio dependiente de voltaje, tipo L, subunidad alfa 1C; DAT1: transportador de dopamina; DRD2: gen del receptor de dopamina D2; DRD4: gen del receptor
de dopamina D4; M/H: mujeres/hombres; N/D: no disponible; NEO-PI-R: NEO Personality Inventory Revised; NRXN3: gen que codifica para la neurexina 3, molécula de adhesion celular; ODZ4:
gen que codifica para la teneurina 4, proteina de membrana; RS1 y RS3: polimorfismos del receptor 1A de arginina-vasopresina; SCN9A: gen que codifica para un canal de sodio de neuronas
hipocampales; STin2: VNTR en el intron 2 del transportador de serotonina; TA: trastorno afectivo; TDM: trastorno depresivo mayor; TP: trastorno de personalidad; VNTR: nimero variable de
repeticiones en tandem; ZKPQ: Zuckerman-Kuhlman Personality Questionnaire.
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1.4. HIPOTESIS GEN-AMBIENTE EN EL TLP

Como hemos visto en apartados anteriores, parece que la exposicion a factores ambientales
adversos durante la infancia podria asociarse con el desarrollo posterior de psicopatologia,
como el TLP. No obstante, no siempre es asi. Algunas revisiones han descrito que
aproximadamente el 30% de las victimas de abuso sexual no presentardan problemas
psiquiatricos en la edad adulta (Fergusson & Mullen, 1999). Hay incluso datos mas optimistas.
Spataro et al. (2004) observaron que sélo el 12,4% de los sujetos que habian sufrido abuso
sexual infantil pedian tratamiento psiquiatrico posteriormente y Collishaw et al. (2007) que el
44,5% de una muestra de niflos abusados no referian psicopatologia durante los 30 afios
siguientes. En el caso concreto del TLP, se ha descrito que sdélo el 14,9% de los nifios con
traumas infantiles cumplirian criterios para TLP en la edad adulta (Widom et al.,, 2009).
Ademas, aunque si parece existir una asociaciéon entre traumas infantiles y TLP, los traumas
sOlo explicarian una parte de la variancia; por ejemplo, segun los resultados de un meta-
analisis, entre abuso sexual infantil y TLP habria una correlacién del 0,279 (Fossati, Madeddu,
& Maffei, 1999). Esto sugiere que podria haber otros factores implicados en la asociacion entre

traumas infantiles y psicopatologia.

Pero no soélo la exposicion a traumas infantiles no siempre conlleva el desarrollo de
psicopatologia, sino que incluso se ha propuesto que puede ayudarnos a ser mas resilientes. A
partir de la observacion de que, en ratas, la exposicidn intermitente a estrés temprano propicia
gue se responda mas eficazmente al ser expuesto a situaciones nuevas (Levine, 1962) surge la
hipdtesis de stress inoculation-induced resilience, posteriormente apoyada por varios estudios

en humanos, primates y roedores (Boyce & Ellis, 2005).

éDe qué depende, entonces, que un individuo que ha sufrido experiencias adversas en la
infancia acabe desarrollando o no psicopatologia? Las hipdtesis actuales sostienen que,
principalmente, de que exista una vulnerabilidad genética (modelo de diatesis-estrés). Este
modelo ha sido comprobado en estudios con roedores, en que se ha visto que si se seleccionan
grupos de ratas segln rasgos genéticos concretos, la misma adversidad temprana puede tener
diversas consecuencias (de Kloet et al., 2005). En humanos, el grupo pionero en comprobar
esta hipotesis fue el de Caspi y colaboradores. Con sus experimentos han descrito, por
ejemplo, que un polimorfismo de la MAO-A modula la asociacidon entre maltrato infantil y

conductas antisociales en la edad adulta (Caspi et al., 2002) o que la asociacidn entre sucesos
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vitales y el alelo corto del promotor del transportador de serotonina se relaciona con episodios

depresivos o ideacion autolitica (Caspi et al., 2003).

Dada la demostrada repercusién de los sucesos traumadticos infantiles en la funcién de los
sistemas de respuesta al estrés, también se ha estudiado la interaccidon gen-ambiente en genes
de estos sistemas. Por ejemplo, se ha visto que varios SNPs del gen CRHR1 modifican el riesgo
para depresion en el adulto en aquellos sujetos que han sufrido algln tipo de trauma en la
infancia (Bradley et al., 2008; Grabe et al., 2010) o que la interaccidn entre variantes del gen
FKBP5 y los antecedentes de traumas infantiles aumentaria el riesgo en la edad adulta para

TEPT (Binder et al., 2008; Xie et al., 2010) o depresion (Appel et al., 2011).

Como veremos en el siguiente apartado, en los ultimos anos se han llevado a cabo varios
estudios para intentar descubrir variantes genéticas que, en interaccién con sucesos
ambientales adversos, puedan aumentar el riesgo para desarrollar TLP. Avanzamos ya que, por
sorprendente que parezca, ninguno de estos estudios se ha centrado en genes de los sistemas

de respuesta al estrés.

Los genes y el ambiente también pueden interaccionar de otra forma que se ha denominado
“correlacion gen-ambiente” (rGE). Segun este modelo, la exposicién a condiciones ambientales
depende del genotipo. Se han descrito 3 tipos de correlacidén gen-ambiente (Plomin, DeFries, &
Loehlin, 1977): evocativa, activa y pasiva. En el caso concreto de la relacidon entre maltrato
infantil y psicopatologia, la correlacién evocativa tendria lugar cuando las caracteristicas
genéticamente determinadas del nifio evocan respuestas del entorno, como el maltrato
parental. La correlacién activa sucede cuando la persona elige ambientes, como por ejemplo
grupos de amigos, que estan relacionados con sus caracteristicas determinadas
genéticamente, como la impulsividad. La correlacidn pasiva se da cuando tanto la tendencia de
los padres a cuidar a sus hijos de una determinada manera como la vulnerabilidad de los hijos
para comportarse de una forma concreta estan influenciadas por una vulnerabilidad heredable
comun a padres e hijos (por ejemplo, una vulnerabilidad genética para la conducta antisocial
predispondria a los padres a maltratar a sus hijos y llevaria a los hijos a desarrollar problemas
de conducta). Varias teorias de la etiologia del maltrato plantean que ciertas cualidades de los
nifios, como la edad, la salud, las conductas disruptivas, la prematuridad o las dificultades o
retraso del desarrollo, influyen en la probabilidad de que los cuidadores les maltraten (Belsky,

1993; Vasta, 1982), propuesta respaldada por diversos estudios de adopcién (Ge et al., 1996;
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O'Connor, Deater-Deckard, Fulker, Rutter, & Plomin, 1998). La presencia de rGE también ha

sido explorada en el TLP, como veremos en el siguiente apartado.

En los ultimos afos se ha descrito que los sucesos ambientales no sélo interaccionan con genes
qgue nos vienen "de serie", sino que pueden modificar la expresién de algunos genes a través
de mecanismos epigenéticos, y de esta forma conferir un mayor riesgo de desarrollar
psicopatologia. Estos mecanismos epigenéticos controlan la expresidn de los genes sin cambiar
su secuencia. Uno de ellos es la metilacion de ADN, que consiste en afiadir grupos metilo a los
residuos de citosina, generalmente en las denominadas “islas CpG”. Estas islas son zonas del
ADN muy ricas en residuos de citosina y guanina que suelen contener secuencias de inicio de la
transcripciéon y promotores. Al metilar las bases de citosina, se impide que proteinas
necesarias para la transcripcién de genes se unan al ADN vy, por consiguiente, se bloquea la

transcripcién de ese gen.

Ademads de la metilacion del ADN, hay otros mecanismos epigenéticos de control de la
transcripcién. Uno de ellos es la modificacidn de las histonas, de tal forma que la metilacion de
un residuo de lisina en la histona H3 actua como sefial de represion de la transcripcién y la
acetilacion de dichos residuos como senal de activacién. Otro mecanismo de regulacion
epigenética son las particulas de microARN, las cuales se unen al ARNm impidiendo su

traduccién en proteinas.

El estudio preclinico mds famoso que demostrd que los sucesos traumdaticos tempranos podian
alterar la metilaciéon de genes del eje HHA (concretamente del receptor de glucocorticoides
[GR]) y ésta, a su vez, el funcionamiento del eje, es el de Weaver y colaboradores (2004).
Basandose en los estudios que habian descrito que las crias de madres cuidadoras en
comparacién con las poco cuidadoras mostraban un aumento de la expresion hipocampal de
GR asi como unas respuestas del eje HHA al estrés mas moderadas (Caldji et al., 1998; Levine,
1994; Liu et al., 1997), testaron la hipdtesis de que el cuidado materno alteraria la metilacién
de ADN del promotor del exdon 17 del gen del GR, y que estos cambios se mantendrian de
forma estable en la edad adulta y se asociarian con diferencias en la expresion de dicho
receptor y en la respuesta del eje al estrés. Vieron diferencias significativas en la metilacion de
islas especificas del promotor, de tal forma que las crias de madres poco cuidadoras tenian una
mayor metilacién. También mostraban una mayor metilaciéon las crias de madres muy

cuidadoras si eran criadas por madres poco cuidadoras, lo que sugeria que el patron de
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metilacion era mas ambiental que heredado. Al aplicar a las crias de madres poco cuidadoras
un inhibidor de la metilacién denominado tricostatina A, aumentaba la expresién de GR
hipocampal hasta alcanzar los niveles de las crias de madres cuidadoras, sugiriendo que la
expresion de dicho gen estaba efectivamente regulada por la metilacién, y se eliminaba el
efecto materno en las respuestas del eje al estrés agudo. Asi, en conclusidn, los resultados de
este estudio mostraban que factores ambientales tempranos pueden influir sobre el estado de

metilacion de este gen y que este estado es potencialmente reversible.

En humanos, se ha visto una mayor metilacion del promotor del gen de GR (denominado
también NR3C1) en niflos expuestos a estrés materno durante el embarazo (Hompes et al.,
2013; Mulligan, D'Errico, Stees, & Hughes, 2012; Oberlander et al., 2008; Radtke et al., 2011) y
en victimas de traumas infantiles (Labonte et al., 2012; McGowan et al., 2009; Tyrka, Price,

Marsit, Walters, & Carpenter, 2012).

De entre todos estos trabajos, quiza el que tiene mayor interés es el de McGowan y
colaboradores, pues se realizd directamente en tejido cerebral postmortem. Examinaron el
estado de metilacion del gen NR3C1 en el hipocampo de victimas de suicidio, comparando
aquéllas que habian sufrido abusos sexuales en la infancia con las que no y con controles. En
las victimas de suicidio con antecedentes de abuso vieron que habia una reduccion de los
niveles de ARNm del NR3C1, asi como un aumento de la metilacidon del promotor del exén 1¢
(el homdlogo humano del exdn 17 en ratas). No habia diferencias entre las victimas de suicidio

sin abusos y los controles.

Como veremos en el siguiente apartado, en sujetos con TLP también se ha descrito una mayor

metilacion de este receptor, asi como de otros genes.

En resumen, vemos que toda la evidencia apunta hacia un control del desarrollo de las
enfermedades mentales por la confluencia de factores genéticos y ambientales
predisponentes. Dichos factores se pueden relacionar mediante procesos de interaccion (tener
un genotipo determinado y exponerse a un factor ambiental concreto confiere mayor riesgo
de desarrollar una enfermedad), mediante procesos de correlacion (tener un genotipo
concreto predispone a exponerse a un factor ambiental de riesgo y, el cdmputo de ambas
cosas, aumenta la probabilidad de presentar la enfermedad) y mediante procesos epigenéticos

(la exposicién a un determinado factor ambiental condiciona la transcripcién de determinados
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genes que, al variar su expresién, pueden predisponer para desarrollar una enfermedad
concreta). Entre las enfermedades mentales en que se han explorado relaciones genético-
ambientales se encuentra el TLP, aunque esta via de investigacién estd aun en fases iniciales.

Veamos a continuacidn un resumen de los hallazgos obtenidos.

1.4.1. Estudios de gemelos

Los estudios de gemelos pueden ser ampliados incluyendo otros familiares, como padres,
hermanos, consortes y descendencia, y eso permite estudiar también el papel de factores
ambientales. Utilizando un disefio de este tipo, se ha visto que el modelo que mejor explica la
presencia de TLP incluye factores tanto genéticos como ambientales individuales (es decir,
factores ambientales especificos para cada individuo, no compartidos entre miembros de una
misma familia) (Distel et al., 2009), y que en la etiologia del TLP se darian tanto fendmenos de

interaccion como de correlacién gen-ambiente (Bornovalova et al., 2009; Distel et al., 2011).

1.4.2. Estudios de asociacion

Como sucede con los estudios puramente genéticos, los estudios de asociacion que incluyen
factores ambientales se han centrado también en los sistemas monoaminérgicos. Se han
hallado varias asociaciones significativas, pero aun no han sido replicadas. Wagner vy
colaboradores han mostrado que el abuso sexual infantil modularia la asociacién entre el alelo
corto de un polimorfismo en la regidon promotora de SCL6A4 y la impulsividad (Wagner,
Baskaya, Lieb, Dahmen, & Tadi¢, 2009), entre el polimorfismo Val 66 Met del BDNF y la
impulsividad (Wagner et al., 2010b) y entre la variante COMT Val 158 Met vy la agresividad
impulsiva (Wagner et al., 2010a). Sin embargo, no se ha observado una asociacion entre este
mismo polimorfismo de la COMT y factores ambientales en la impulsividad (Wagner et al.,
2010c). También se ha descrito que variantes del gen TPHI modularian la asociacién entre

abuso infantil y el grado de TLP en la edad adulta (Wilson et al., 2012).

1.4.3. Estudios de metilacion

Hasta la fecha se han publicado muy pocos estudios epigenéticos en el TLP. En concreto cuatro
estudios, de los cuales tres se han centrado en genes especificos y otro se trata de un EWAS

(del inglés epigenome-wide association study), también denominado metiloma.
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Tres de estos estudios son del mismo grupo de investigacion, de la universidad de Ginebra. En
un primer estudio (Perroud et al., 2011), evaluaron la asociacién entre traumas infantiles y
aumento de metilacion del promotor de NR3C1 en una muestra de 101 sujetos con TLP, 99
sujetos con depresion mayor (TDM) y 15 sujetos con TDM y TEPT. Los resultados mostraron
una correlacién positiva entre abuso sexual, la gravedad del abuso, el nimero de tipos
diferentes de maltrato y la metilacion de NR3C1. En el grupo con TLP, tanto el abuso sexual
como la negligencia fisica, asi como el nUmero de tipos diferentes de abuso y negligencia, se
asociaron con unos mayores niveles de metilacion. Adema3s, los sujetos con TLP sin traumas
infantiles tuvieron unos niveles de metilacion mds elevados que los sujetos con TDM,
sugiriendo que el TLP podria estar, per se, ligado a un estado de metilacién aumentado. En un
segundo estudio (Perroud et al., 2013), evaluaron el estado de metilacion del gen BDNF en una
muestra de 115 sujetos con TLP en comparacion con 52 controles sanos y vieron que los
sujetos con TLP tenian una mayor metilacidon del gen, que a mayor nimero de traumas mayor
metilacion del gen y que en los sujetos con TLP el grado de metilacién aumenté tras 4 semanas
de psicoterapia dialéctico-conductual intensiva, a expensas principalmente de los sujetos no
respondedores a la terapia. Cabe destacar que actualmente se estd poniendo en duda la
veracidad de estos resultados, puesto que se ha denunciado a unos de los autores por una
posible manipulacion de los datos sobre la metilacion del gen NR3C1 en un estudio en
pacientes con trastorno bipolar (Aubry et al., 2014). En un tercer estudio de este grupo, en el
cual no ha participado el autor denunciado, se ha realizado un EWAS comparando 96 sujetos
con TLP y altos niveles de traumas infantiles y 93 sujetos con TDM y bajos niveles de traumas
infantiles (Prados et al., 2015). Se han descrito diferencias en la metilacién de diversos genes
(IL17RA, miR124-3, KCNQ2, EFNB1, OCA2, MFAP2, RPH3AL, WDR60, CST9L, EP400, A2ML1,
NT5DC2, FAM163A y SPSB2) al comparar o bien los sujetos con TLP respecto a los sujetos con

TDM o bien en relacién a la gravedad del trauma infantil.

Un cuarto estudio, de un grupo independiente, evalud el grado de metilacion de 14 genes
neuropsiquiatricos en una muestra de 26 sujetos con TLP en comparacion con 11 controles
sanos (Dammann et al.,, 2011). Los genes evaluados fueron COMT, DAT1, GABRA1, GNBS3,
GRIN2B, HTR1B, HTR2A, 5-HTT, MAOA, MAOB, NOS1, NR3C1, TPH1 y TH. Se vio una mayor
metilacion en los sujetos con TLP en comparacién con los controles en los genes HTR2A,
NR3C1, MAOA, MAOB y COMT, sugiriendo que una alteracion en la metilacién de estos genes
podria estar implicada en la etiologia del TLP. Como vemos, estos resultados no coinciden con

los obtenidos en el EWAS, pero hay que destacar que en un caso se ha comparado a los sujetos
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con TLP con controles sanos y en el otro con sujetos con TDM, y eso podria explicar en parte la

disparidad de resultados.

En resumen, hasta la fecha se han publicado muy pocos estudios en el TLP que evalien
procesos de interaccidon entre factores ambientales y genes concretos, y menos aun que
investiguen el papel de genes implicados en la respuesta al estrés. Es, por tanto, un terreno
gue posiblemente merece mas atencidon si se quiere llegar a dilucidar los mecanismos

etiopatogénicos implicados en este trastorno.






Planteamiento.
hipétesis y objetivors







ESTUDIO DE LA INTERACCION GEN-AMBIENTE EN EL TLP
PLANTEAMIENTO, HIPOTESIS Y OBJETIVOS

2.1. PLANTEAMIENTO DE LA TESIS DOCTORAL

Como se ha expuesto detalladamente a lo largo de la introduccidn, las hipdtesis actuales sobre
la etiopatogenia del TLP sostienen que este trastorno resultaria de la interaccidn entre factores
genéticos y ambientales. Entre los factores ambientales destacan los antecedentes de sucesos
traumaticos en la infancia, habiéndose demostrado su frecuente asociacién con el TLP tanto en
estudios retrospectivos como prospectivos, asi como su influencia en la gravedad del
trastorno. También ha quedado patente la heredabilidad del TLP en multiples estudios de
genética epidemioldgica; sin embargo, los genes concretos implicados en su etiopatogenia se
desconocen. En comparacién con otros trastornos psiquiatricos, en el TLP se han llevado a
cabo pocos estudios de asociacidon con genes candidatos y ademas, salvo alguna excepcidn
reciente, con muestras muy pequefias. Estos genes candidatos han sido principalmente de los
sistemas serotoninérgico y dopaminérgico, pues la clinica caracteristica del TLP, con sintomas
como la disregulacidn afectiva, la autoagresividad o las conductas impulsivas, es sugestiva de
estar al menos en parte regulada por estos sistemas monoaminérgicos. Por el momento, para
ninguno de los genes investigados se ha descrito una asociacién clara con el TLP. Otro sistema
gue se cree implicado en la etiopatogenia del trastorno es el eje HHA, que es uno de los
principales sistemas de respuesta del organismo al estrés. Se han descrito alteraciones del
funcionamiento de este eje en sujetos con TLP, aunque hoy por hoy aun no estd claro el

sentido de las disfunciones y si éstas estan mediadas o no por otros factores, como podrian ser

los antecedentes de traumas en la infancia. De hecho, tanto estudios preclinicos como clinicos
han mostrado que los traumas infantiles se asocian per se con disfunciones del eje HHA. Pese a
su probable implicacion en la etiopatogenia del TLP, hasta la fecha no se han realizado estudios
genéticos de asociacion con genes candidatos de este eje. Otro sistema involucrado en la
respuesta del organismo al estrés es el sistema noradrenérgico, del cual, por el momento, sélo

se ha investigado el papel en el TLP del gen de la COMT, enzima encargada también de la

degradacion de la dopamina.

Ante la sospecha de que los factores ambientales y los genéticos actuarian conjuntamente en
el desarrollo del TLP, timidamente han ido apareciendo en los ultimos afos algunos estudios
que evallan si los traumas infantiles modularian la asociacién entre genes de los sistemas
serotoninérgico y dopaminérgico y el TLP o sintomas concretos del trastorno. Como en el caso
de los estudios meramente genéticos, los resultados no han sido concluyentes, probablemente
debido también en parte a que han sido pocos estudios con muestras muy pequefias.

Recientemente ha comenzado a explorarse en este trastorno un nuevo enfoque de la
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interaccion entre factores ambientales y genéticos, segun el cual el ambiente podria modificar
la expresion de determinados genes mediante procesos de metilacién del ADN. Parece que
uno de los genes que podria ser susceptible de esta regulacidn por los traumas infantiles es el
del GR, tal y como se ha visto en algunos estudios en animales y humanos. En el TLP hay

ciertos indicios de que la metilacién de este gen podria diferir de la de los controles sanos.

Asi pues, aunque la hipdtesis actual es que en el desarrollo del TLP intervendrian tanto
factores genéticos como ambientales, hasta la fecha hay muy pocos estudios que hayan
evaluado esta hipdtesis y menos aun que hayan investigado genes de los sistemas de
respuesta al estrés, en especial del eje HHA. Tampoco se ha estudiado si esta interaccién
genético-ambiental podria influir sobre la gravedad del trastorno, pese a que a nivel individual
si se han descrito asociaciones. El estudio de la interaccion entre los antecedentes de sucesos
traumaticos en la infancia y genes de los sistemas de respuesta al estrés podria ayudar a
entender mejor la etiologia del TLP y, por tanto, a desarrollar estrategias preventivas o

terapéuticas mds eficaces que las disponibles actualmente.

2.2. HIPOTESIS

En base a lo expuesto anteriormente, en la presente tesis se plantean las siguientes hipétesis:

Hipétesis principal:
- Existe una asociacién entre variantes de genes de los sistemas de respuesta al estrés y el TLP,

la cual estd modulada por los antecedentes de traumas en la infancia.

Hipétesis secundarias:

- En el TLP, los traumas infantiles se asocian con una mayor gravedad del trastorno. Dicha
asociacion puede estar influenciada por los rasgos temperamentales de los sujetos.

- En el TLP, los traumas infantiles no sélo modulan la asociacién entre polimorfismos de riesgo
y la enfermedad, sino que influyen sobre la expresion de algunos genes, en concreto del GR,
mediante procesos de metilacién del ADN.

- En el TLP, el grado de metilacion del GR se asocia con una mayor gravedad del trastorno.
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2.3. OBJETIVOS

Objetivos principales:
- Identificar asociaciones entre polimorfismos de genes de los sistemas de respuesta al estrés

(eje HHA y sistema noradrenérgico) y el TLP.

- Evaluar la posible modulacién de dichas asociaciones por los antecedentes de traumas en la

infancia.

Objetivos secundarios:
- Evaluar si existe asociacién entre los antecedentes de traumas en la infancia y la gravedad del
trastorno en sujetos con TLP, y si dicha asociacién estda mediada por los rasgos

temperamentales.

- Investigar la posible asociacién entre los antecedentes de traumas en la infancia y el grado de

metilacion del GR en sujetos con TLP.

- Investigar si el grado de metilacion del GR se asocia con una mayor gravedad del trastorno en

sujetos con TLP.
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METODO

A continuacién se describe la metodologia general de los trabajos que componen esta tesis. El
material y método empleado en cada estudio se detalla en los correspondientes articulos

originales incluidos en el apartado de Resultados.

3.1. DISENO

Los dos estudios que evaltan la hipétesis principal de la tesis son estudios genéticos de

asociacién con disefio analitico observacional de casos y controles.

Los estudios que evaluan las hipdtesis secundarias son estudios analiticos observacionales.

3.2. SUJETOS DE ESTUDIO

Para alcanzar el objetivo principal de la tesis, se ha reclutado una muestra de 481 sujetos
diagnosticados de TLP y 442 controles, todos ellos caucdsicos de descendencia europea. El
proceso de reclutamiento se ha realizado en tres hospitales de Barcelona entre 2002 y 2013, el
Hospital de la Santa Creu i Sant Pau, el Hospital Universitari Vall d'Hebron y el Consorci Sanitari
de I'Anoia, todos ellos con unidades especificas para el tratamiento ambulatorio de pacientes

con TLP.

Los pacientes se han reclutado consecutivamente de entre todos los sujetos mayores de 18
afios derivados a dichas unidades de TLP que cumplian criterios diagndsticos para este
trastorno y no presentaban los criterios de exclusion que se detallaran posteriormente. El
diagnéstico de TLP se realizé mediante el uso de la versién validada al castellano de dos
entrevistas semi-estructuradas, la SCID-Il (del inglés, Structured Clinical Interview for
Diagnostic and Statistical Manual of Mental Disorders-1V (DSM-1V) Axis Il Disorders) (Gémez-
Beneyto et al., 1994) y la DIB-R (del inglés, Revised Diagnostic Interview for Borderlines)
(Barrachina et al., 2004). Los criterios de exclusién consistian en presencia en el momento de
la evaluacion de patologia aguda de eje | (incluyendo dependencia de sustancias, salvo
nicotina) o de patologia orgdnica grave (por ejemplo, sindrome organico cerebral, enfermedad
neurolégica o retraso mental), asi como no obtencién del consentimiento informado por
escrito. Dada la elevada comorbilidad del TLP con otros trastornos psiquiatricos (Leichsenring

et al.,, 2011), se permitia la presencia de comorbilidad con trastornos de eje |, siempre y
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cuando estuvieran estables en el momento de la inclusidn en el estudio, y con otros trastornos
de personalidad sélo si el TLP era el diagndstico principal en el eje Il. La recogida de datos
sociodemograficos y la evaluacidn clinica fue llevada a cabo por psiquiatras experimentados. El
grupo de pacientes estaba formado principalmente por mujeres (84%), de una edad media de
30 afios (DT = 7,3) y un perfil clinico de gravedad moderada de acuerdo a la puntuacién total

de la DIB-R.

En todos aquellos pacientes reclutados a partir de 2009 se evalué la presencia de antecedentes
de sucesos traumaticos en la infancia mediante un cuestionario autoaplicado, el CTQ-SF (del

inglés, Childhood Trauma Questionnaire—Short Form) (Bernstein et al., 2003).

El grupo control estaba formado por 442 sujetos seleccionados al azar de entre los donantes
de sangre del Hospital Universitari Vall d'Hebron. Dichos sujetos no fueron evaluados
especificamente para descartar psicopatologia o antecedentes de traumas infantiles; no
obstante, debido a los criterios de exclusin para la donacion de sangre
(http://www.msssi.gob.es/profesionales/saludPublica/medicinaTransfusional/publicaciones/d
ocs/criteriosBasicosTomoll_2006_030907.pdf) en principio eran sujetos sin patologia
psiquiatrica aguda ni seguimiento psiquidtrico regular, asi como tampoco usuarios de drogas
via parenteral o enfermos organicos graves. Ademds, la propia evolucién del TLP, que, tal y
como se ha expuesto en la Introduccidn, suele ser hacia la remision, nos hace pensar que la
prevalencia de sujetos con TLP en el grupo control deberia ser muy baja, puesto que en este
grupo la edad media era de 53,5 afios. El grupo control comprendia un 82% de mujeres, de una

edad media de 53,5 afios (DT = 18,6) y de la misma regién geografica que los pacientes.

Como se detalla en cada uno de los manuscritos, los estudios que evallan los objetivos
secundarios (papel de los traumas infantiles en la gravedad del TLP y estudio de metilacién)
emplean Unicamente sujetos con TLP, una parte de los cuales coincide con la muestra arriba

descrita.

3.3. INSTRUMENTOS DE EVALUACION

a) Structured Clinical Interview for Diagnostic and Statistical Manual of Mental Disorders-IV
(DSM-1V) Axis Il Disorders (SCID-11): Se trata de una entrevista semi-estructurada para evaluar la

presencia de trastornos de personalidad segun los criterios diagndsticos del DSM. Empleamos
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la versidn validada al castellano (Goémez-Beneyto et al., 1994), la cual se basa en los criterios
del DSM-III-R y ha mostrado una buena capacidad de discriminacion entre los trastornos de eje
II. La fiabilidad entre entrevistadores depende del trastorno de personalidad, pero la
concordancia global (presencia o ausencia del diagndstico) es buena, con un coeficiente kappa
de 0,85. La entrevista tiene un total de 148 items, cada uno de los cuales se puntia como

ausente/falso, subumbral o umbral/verdadero, o como desconocido.

b) Revised Diagnostic Interview for Borderlines (DIB-R): Consiste en una entrevista semi-
estructurada para evaluar la presencia de TLP en los ultimos dos afios. Utilizamos la version
validada al castellano (Barrachina et al., 2004), la cual ha mostrado buenas propiedades
psicométricas, tanto en consistencia interna (alfa de Cronbach = 0,89), como en fiabilidad
entre entrevistadores (correlacion intraclase = 0,94), sensibilidad (0,81) y especificidad (0,94).
La validez convergente del diagndstico con la SCID-Il es aceptable (kappa = 0,59). Esta
entrevista consta de un total de 125 items, de los cuales 94 son preguntas directas al paciente
y el resto frases resumen e items de puntuacién. Cada item se puntia como 2 (si), 1 (probable)
o 0 (no). La entrevista esta dividida en 4 areas consideradas de importancia en la clinica del
TLP: drea de la afectividad, area de la cognicién, drea del patron de conductas impulsivas y
area de las relaciones interpersonales. A partir de la puntuacién de cada area se acaba
obteniendo un valor total de la entrevista dentro del intervalo 0 a 10; una puntuacién total de

6 0 mas se considera indicativa de TLP.

c) Childhood Trauma Questionnaire — Short Form (CTQ-SF) (Bernstein et al., 2003): Es una
version del CTQ original (Bernstein et al., 1994) desarrollado mediante analisis factorial de los
70 items originales, y que ha demostrado su validez como instrumento de screening en
poblacién clinica y no clinica. Se trata de un cuestionario autoaplicado de 28 items, cada uno
de los cuales se puntua siguiendo una escala tipo Likert de 5 puntos que va de “nunca” a “muy
a menudo”. El cuestionario esta dividido en cinco subescalas: abuso sexual, abuso fisico, abuso
emocional, negligencia fisica y negligencia emocional. Cada subescala tiene una puntuacion
final de entre 5 y 25 puntos, a partir de la cual se puede determinar la gravedad del abuso
(nula, baja, moderada o grave) en base a unos puntos de corte definidos. Siguiendo el ejemplo
de estudios previos (Heim et al., 2009), para cada subescala consideramos una historia positiva
de trauma si la gravedad era al menos moderada (en concreto, puntuacion de corte de 8 o mas
para abuso sexual, 10 o mas para abuso fisico, 13 0 mds para abuso emocional, 10 o mas para

negligencia fisica y 15 o mas para negligencia emocional). En el momento de inicio del estudio
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no existia adn una version de la escala validada al castellano, con lo que empleamos una
traduccién de la misma. La versidn inglesa original tiene unas buenas propiedades
psicométricas, que incluyen especificidad, sensibilidad y validez convergente y discriminante.
Los coeficientes de consistencia interna van de 0,92 a 0,95 para el abuso sexual, 0,81 a 0,86
para el abuso fisico, 0,84 a 0,89 para el abuso emocional, 0,61 a 0,78 para la negligencia fisica y
0,85 a 0,91 para la negligencia emocional. El abuso sexual se define como “contacto o
conducta sexual entre un menor de 18 afios y una persona mayor o adulta”. El abuso fisico
como “asalto fisico a un niflo perpetrado por una persona mayor o adulta que suponga un
riesgo o resulte en dafio”. El abuso emocional como “asalto verbal al bienestar de un nifio o
cualquier conducta despreciativa o humillante hacia un nifio realizada por una persona mayor
o adulta”. La negligencia fisica como “fallo de los cuidadores para proveer a un nifio de sus
necesidades fisicas basicas”. Y la negligencia emocional como “fallo de los cuidadores para

proporcionar las necesidades emocionales y psicoldgicas basicas de un nifio”.

3.4. GENOTIPADO

Las muestras de sangre se recogieron sistemdaticamente siguiendo las técnicas habituales. El
DNA gendmico se extrajo de los leucocitos periféricos empleando el procedimiento salting out

(Autopure, Qiagen) (Miller, Dykes, & Polesky, 1989).

Entre los dos estudios de genotipado se han analizado 87 polimorfismos, 47 de 10 genes del
eje HHA (AVPR1A, AVPR1B, CRH-BP, CRHR1, CRHR2, FKBP5, GCR — nombre alternativo NR3C1 -,
NPY, NPY1R y NYP2R) y 40 de 4 genes del sistema noradrenérgico (ADRB2, COMT, DBH vy
SLC6A2) (Tabla 4). La seleccion de genes candidatos se realizd en base a la literatura existente
para otros trastornos psiquidtricos con clinica comun al TLP, como la depresién o el TDAH. Los

polimorfismos se eligieron con el programa HapMap (www.hapmap.org) siguiendo los

parametros r? = 0,80 y MAF = 0,05. Un r? del 0,80 indica que los SNPs escogidos resuelven un
80% de la variacion existente en la poblacion seleccionada. Un MAF (del inglés, minor allele
frequency) del 0,05 significa que la frecuencia del alelo menor en poblacién caucdsica es del

5%.

El genotipado se realizé con tecnologia PCR a tiempo real y arrays Tagman Custom (Tagman
Custom open arrays), en un laboratorio externo (Servei Veterinari de Genetica Molecular

[SVGM], Facultad de Veterinaria, Universitat Autonoma de Barcelona). Todos los
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polimorfismos investigados superaron con éxito los controles de calidad (calling rate >95%

para todos los SNPs e individuos) y cumplian el equilibrio de Hardy-Weinberg, a excepciéon de

CRHR1 rs173365, SLC6AZ2 rs40147, DBH rs7851898 y ADRB2 rs1801704.

Tabla 4. Polimorfismos analizados.

NOMBRE DEL GEN

TagSNP (MAF = 0,05, R2= 0,8)

FKBP5 (KF 506 binding protein 5)

rs9380526, rs10947563, rs3798347, rs4713902, rs3777747, rs3798346,
rs9470079, rs17614642 (8 SNPs)

CRHR1 (corticotropin releasing
hormone receptor 1)

rs17763533, rs110402, rs173365, rs242942, rs17763104, rs2664008,
rs12944712 (7 SNPs)

CRHR2 (corticotropin releasing
hormone receptor 2)

rs6965973, rs2284218, rs4722999, rs2190242, rs929377, rs12701020,
rs2267717, rs975537, rs2284217, rs2267716 (10 SNPs)

CRH-BP (corticotropin releasing
hormone — binding protein)

rs1053989, rs10514082, rs10062367, rs32897 (4 SNPs)

AVPR1B (arginine vasopressin receptor
1B)

rs28373064 (1 SNP)

AVRP1A (arginine vasopressin receptor
1A)

rs10877968, rs7298346, rs1042615 (3 SNPs)

NR3C1 (glucocorticoid receptor)

rs9324918, rs852977, rs17339831, rs10041520, rs17100236, rs17287745,
rs4912905, rs2963155 (8 SNPs)

NPY (neuropeptide Y)

rs5574, rs16138 (2 SNPs)

NPY1R (neuropeptide Y receptor Y1)

rs4552421, rs4691075, rs9764 (3 SNPs)

NPY2R (neuropeptide Y receptor Y2)

rs1047214 (1 SNP)

ADRB2 (adrenoceptor beta 2, surface)

rs1042717, rs1801704 (2 SNPs)

COMT (catechol-O-methyltransferase)

rs4633, rs4680, rs740601, rs165774, rs174696, rs737865, rs933271,
rs4646316, rs5993882, rs9332377 (10 SNPs)

DBH (dopamine beta-hydroxylase)

rs77905, rs129882, rs7851898, rs1541332, rs1611125, rs2007153,
rs2283124, rs2519143, rs2797851, rs2797853, rs3025382, rs3025388 (12
SNPs)

SLC6A2 (solute carrier family 6,
member 2 = norepinephrine
transporter)

rs5568, rs5569, rs15534, rs36020, rs36021, rs36023, rs36024, rs40147,
rs41154, rs47958, rs1800887, rs1814270, rs1861646, rs2242447,
rs17307291, rs3785151 (16 SNPs)

Total SNPs

87 SNPs

El andlisis de metilacidon del GR se realizé en el laboratorio de genética del Hospital de la Santa
Creu i Sant Pau. El tratamiento del ADN y la amplificacién PCR fueron llevados a cabo con los
kits EpiTech Bisulfite y PyroMark PCR (Qiagen) respectivamente, siguiendo las
recomendaciones del fabricante. La pirosecuenciaciéon se realiz6 con el PyroMark Q24

(Qiagen). Se estudio el patron de metilacién de 8 islas CpG situadas en el exén 1F (Figura 4).

Figura 4. Representacion esquematica de la region reguladora 5’ de NR3C1.

Subrayado: exdn 1F. Rodeado: islas CpG analizadas, ordenadas de CpG1 a CpGS.

AGGTAGCGAGAAAAGAAACTGGAGAAACTCGS
TGGCCCTCTTAACGDCGECCCAGAGAGACCAG
g‘"(c_:_gbcccc\%;‘rc CGECGLCACCC




Método

3.5. ANALISIS ESTADISTICOS

Los analisis estadisticos realizados en cada estudio se detallan en los articulos respectivos (ver

seccién Resultados).

3.6. ASPECTOS ETICOS

Todos los estudios incluidos en esta tesis fueron aprobados por los Comités Eticos de
Investigacion Clinica (CEIC) de los tres hospitales colaboradores. Se siguieron los principios de

la Declaracion de Helsinki de la Asociacion Médica Mundial.

Los participantes firmaron los respectivos consentimientos informados y no recibieron

retribucién econdmica alguna por su participacién.
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Abstract

Background: Childhood maltreatment and temperamental traits play a role in the development of Borderline Personality Disorder (BPD).
The aim of the present study was to assess the involvement and the interrelationship of both factors in the clinical severity of BPD.
Method: The self-reported history of childhood trauma, psychobiological temperamental traits, and severity of BPD symptoms were
evaluated in 130 subjects with BPD.

Results: Approximately 70% of the sample reported some form of abuse or neglect. Childhood maltreatment inversely correlated with
sociability, but no correlation was observed with the other temperamental traits. The regression model showed that neuroticism—anxiety and
aggression—hostility traits, as well as emotional abuse, were risk factors independently associated with the severity of BPD. Sexual abuse was
not associated with the severity of the disorder. Finally, the interaction between high neuroticism—anxiety traits and the presence of severe
emotional abuse was associated with BPD severity.

Conclusion: These results suggest that the interaction between temperamental traits and childhood emotional abuse has an influence not only
on the development but also on the severity of BPD. Further studies are needed to identify more biological and environmental factors

associated with the severity of the disorder.
© 2014 Elsevier Inc. All rights reserved.

1. Introduction

Borderline personality disorder (BPD) is a common and
serious psychiatric disorder with an estimated prevalence
between 0.5% and 5.9% in the general population [I].
Although long-term follow-up studies of subjects with BPD
report symptomatic remission rates of about 90%, they also
show a permanent impairment in the psychosocial function-
ing of most of these patients [2—4]. Furthermore, these
subjects are major consumers of mental health resources and
their rates of suicide vary between 8% and 10% [1,2,5].
Thus, the serious clinical and social consequences of this
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disorder make essential the study of the factors involved in
its development and severity.

While there are several studies about the development of
BPD, little attention has been paid to the study of the factors
associated with its severity. The few studies on this topic
highlight childhood trauma as an important factor, which has
been related to, not only the severity of BPD symptoms, but
also some indicators of seriousness, like psychosocial
impairment [6,7] and suicidal attempts [8,9]. This is a
relevant point, since childhood trauma is very common in
subjects with BPD. Between 30% and 90% of these subjects
report having suffered some kind of traumatic event in
childhood [10—13]. Specifically, retrospective studies about
childhood abuse in BPD describe rates of sexual abuse
between 40% and 71% [10,12], physical abuse between 25%
and 73% [10,14], and emotional abuse between 13% and
76%[12,15]. In fact, childhood trauma is considered the main
environmental factor involved in BPD development. This
assumption is supported by prospective studies [16—19]. For
instance, Widom et al. (2009) followed 500 children who had



312 A. Martin-Blanco et al. / Comprehensive Psychiatry 55 (2014) 311-318

suffered physical and sexual abuse and neglect and 396
matched controls, and observed that significantly more
abused/neglected children met criteria for BPD in adulthood
in comparison to controls [19].

Childhood trauma, however, does not always lead to
psychopathology. Some reviews have reported that around
30% of victims of sexual abuse will not exhibit psychiatric
problems as adults [20]. There are even more optimistic data.
Spataro et al. (2004) showed that only 12.4% of subjects who
had suffered childhood sexual abuse looked for future
psychiatric treatment [18] and Collishaw et al. (2007)
described that 44.5% of abused children do not report
psychopathology over a period of 30 years [21]. In the
aforementioned study by Widom et al. (2009) only 14.9% of
abused/neglected children met criteria for BPD as adults, and
the relationship between childhood trauma and BPD was
mediated by other factors, such as having a parent with a
substance use disorder, the educational level or meeting
criteria for substance abuse, major depressive disorder or
posttraumatic stress disorder [19]. Another mediating factor
which has received much attention in BPD is temperament.
In fact, according to the biopsychosocial model of BPD, this
disorder results from the interaction between biologically-
based temperamental vulnerabilities and adverse experiences
in childhood [22-25]. Several studies support this model.
For example, Gratz et al. (2011) studied the relationship
between two personality traits (affective dysfunction and
impulsivity), emotional abuse and borderline personality
features in a sample of children, and showed that both
vulnerability personality traits and emotional abuse were
associated with borderline features and that the relationship
between emotional abuse and borderline features in children
seemed to be moderated by affective dysfunction [26].
Laporte et al. (2011) assessed personality traits and
childhood trauma in a sample of women with BPD and
their sisters, and concluded that sensitivity to adverse events
might be influenced by personality trait profiles [15].

Whether this interaction between childhood adverse
events and temperamental traits influences the severity of
this disorder, as happens in its development, is still
unknown. In fact, the knowledge about the influence of
temperament on BPD severity is scarce. This disorder has
been suggested to be a maladaptive version of normative
personality characteristics [27,28], an assumption supported
by genetic studies [29,30]. According to the most studied
normative personality model in BPD, the Five-Factor Model
of Personality (FFM) assessed by the NEO Personality
Inventory (NEO-PI) [31], BPD is characterized by high
neuroticism and low agreeableness and conscientiousness
[28]. This disorder has also been related to another model of
normative personality, the Zuckerman’s Alternative Five
Factor Model (AFFM) [32], according to which subjects
with BPD are characterized by high scores in neuroticism—
anxiety and impulsivity—sensation seeking, and low scores
in activity [33]. To date, few studies about the influence of
normative personality traits on BPD severity have been

published. For example, Laporte et al. (2011) showed that
temperamental traits of neuroticism, problems in intimacy
and impulsivity were predictors of BPD severity [15], and
Bornovalova et al. (2011) reported a moderating effect of
distress tolerance on the relationship between two temper-
amental-based emotional processes (negative emotionality
and negative affect intensity) and levels of BPD [34].

Since both childhood trauma and temperament seem to
somehow individually influence BPD severity, we hypoth-
esized that, as it happens in the development of the disorder,
the interaction between both factors might be associated with
its severity. In order to investigate this, we assessed the
involvement of temperamental traits and childhood trauma,
as well as their interrelationship, in the severity of BPD.

2. Methods
2.1. Participants and procedure

A total of 130 patients with a diagnosis of BPD were
recruited from outpatient facilities of the BPD Unit of the
Department of Psychiatry, Hospital de la Santa Creu i Sant
Pau. An experienced psychiatrist carried out a clinical
interview to collect sociodemographic and clinical variables
such as age, sex, previous hospitalizations, history of self-
injury, substance use, psychotropic medication as well as
lifetime comorbidities with Axis I disorders. Furthermore, an
experienced clinical psychologist led a psychiatric evalua-
tion including Spanish validated versions of two semi-
structured diagnostic interviews, the Structured Clinical
Interview for Diagnostic and statistical manual of mental
disorders-1V (DSM-1V) Axis Il Disorders (SCID-II)[35] and
the Revised Diagnostic Interview for Borderlines (DIB-R)
[36]. Only data from patients who met diagnostic criteria for
BPD according to both interviews were analysed (the inter-
rater kappa between the two instruments was 0.7). Before
enrolling any therapeutic program, these patients filled in
three self-administered scales to evaluate the history of
childhood trauma, the temperamental traits, and the severity
of BPD symptoms. Inclusion criteria consisted of: (a)
diagnosis of BPD according to DSM-IV criteria; (b) being
between 18 and 45 years old; (c) no current episode of any
Axis I disorders according to DSM-IV criteria, including
substance dependence; and (d) no severe physical condi-
tions, such as organic brain syndrome, neurological disease
or mental deficiency.

In order to be able to generalize the results by improving
the external validity, comorbidity with other Axis II
diagnosis, psychotropic medication therapy and previous
comorbid axis I diagnosis including history of substance
misuse, were permitted in the sample. The study was
approved by the Clinical Research Ethics Committee of the
Hospital de la Santa Creu i Sant Pau and the principles
outlined in the Declaration of Helsinki were followed. The
participants did not receive any retribution and an informed
consent form to participate in the study was acquired.
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2.2. Assessment instruments off for each subscale to select those patients with
moderate to severe maltreatment [39]. A good

internal consistency of the CTQ-SF for each subscale
= Structured Clinical Interview for DSM-IV Axis Il across 4 heterogeneous samples has been reported:

2.2.1. Diagnostic instruments

Personality Disorders (SCID-I)[35]: We used the
validated Spanish version of the SCID-II, a semi-
structured interview to assess personality disorders
according to DSM-IV criteria. This Spanish version is
based on the DSM-III-R version of the SCID-II, and
has shown a fine discrimination among the Axis II
personality disorders. The reliability between inter-
viewers ranges from kappa =0.37 to kappa =1,
depending on the personality disorder, and the overall
kappa is 0.85 [35].

Revised Diagnostic Interview for Borderlines (DIB-R)
[36]: We used the validated version for Spanish-
speaking samples of the DIB-R, a semi-structured
interview that provides the diagnosis of BPD within
the last two years. This instrument has shown good
psychometric properties in terms of total internal
consistency (Cronbach’s alpha: 0.89), inter-rater
reliability (within-class correlation: 0.94), sensitivity
(0.81), specificity (0.94) and a moderate convergent
validity of the diagnosis with the SCID-II (kappa:
0.59) [36].

2.2.2. Clinical measures

— Childhood Trauma Questionnaire-Short Form (CTQ-
SF) [37]: 1t is a version from the original CTQ which
provides reliable and valid retrospective assessment of
child abuse and neglect [38]. CTQ-SF is a 28-item self-
report scale developed by means of exploratory and
confirmatory factor analyses of the 70 original CTQ
items. Its validity in clinical and non referred
population as a screening tool for maltreatment
histories in childhood has been tested. Items on the
CTQ-SF are rated on a 5-point, Likert-type scale
ranging from Never True to Very Often True. This
questionnaire is divided into five clinical subscales,
inquiring about five types of maltreatment: sexual,
physical, and emotional abuse, as well as physical and
emotional neglect. Sexual abuse is defined as “sexual
contact or conduct between a child younger than
18 years of age and an adult or older person”. Physical
abuse as “bodily assaults on a child by an adult or older
person that posed a risk of or resulted in injury”.
Emotional abuse as “verbal assaults on a child’s sense
of worth or well-being or any humiliating or
demeaning behavior directed toward a child by an
adult or older person”. Physical neglect as “the failure
of caretakers to provide for a child’s basic physical
needs, including food, shelter, clothing, safety, and
health care”. And emotional neglect as “the failure of
caretakers to meet children’s basic emotional and
psychological needs, including love, belonging, nur-
turance, and support” [37]. We used the accepted cut-

sexual abuse = 0.92 to 0.95, physical abuse = 0.81
to 0.86, emotional abuse = 0.84 to 0.89, physical
neglect = 0.61 to 0.78, and emotional neglect = 0.85
to 0.91 [37].

— Zuckerman—Kuhlman Personality Questionnaire
(ZKPQ) [40]: It is a self-administered scale which
identifies the basic personality dimensions from a
psychobiological perspective. It includes the funda-
mental dimensions of temperament used in psychobi-
ological research, and it is based on the AFFM, which
was created from a series of factor analyses of scales
that measured the basic personality dimensions [41].
Traits of the AFFM measured by the scale are as
follows: neuroticism—anxiety (N-Anx), impulsive—
sensation seeking (ImpSS), aggression—hostility
(Agg-Host), activity (Act), and sociability (Sy).
There are a total of 99 dichotomous items, in sentence
format and true—false response set. The ZKPQ
includes an Infrequency scale (Infreq, 10 items)
detecting inattention to the task. We used the validated
Spanish version of the ZKPQ, which has shown good
psychometric properties, with test—retest reliability
coefficients ranging from 0.77 to 0.91, internal
consistency with coefficients ranging from 0.67 to
0.84, and convergent, discriminant, and consensual
validity [42].

— Borderline Symptom List-23 (BSL-23) [43]: It is a 23
item self-rating instrument used to assess the typical
symptomatology and severity of BPD. It has emerged
from BSL-95, which includes 95 items and is based on
DSM-IV criteria, DIB-R and opinion of clinical
experts and patients with BPD. Their authors selected,
from the 95 original items, 23 items with high
sensitivity to change and high ability to discriminate
BPD from other pathologies. Both versions have
shown good psychometric properties with high
internal consistency, capacity to discriminate BPD
from other Axis I diagnosis, and sensitivity to the
effects of therapy. We used a validated Spanish version
with good psychometric properties in terms of total
internal consistency (Cronbach’s alpha: 0.936), one-
week temporal reliability (r = 0.73), correlation with
DIB-R scores and discrimination among different
levels of BPD severity [44].

2.3. Statistical analysis

All analyses were performed with the SPSS 18.0 software
package for Windows and all hypotheses were tested with a
two-sided significance level of 0.05.

Associations between demographic variables (including
age, gender and years of education) and BPD severity by
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means of Pearson correlation and t-test were performed so as
to identify potential covariates to be included in the
regression model. Pearson correlation analyses between
ZKPQ subscales scores and CTQ-SF subscales scores were
carried out to assess the associations between temperament
and childhood trauma. To evaluate the effect of tempera-
mental traits and childhood maltreatment types on BPD
severity, new correlation analyses were performed between
BSL-23 scores and ZKPQ and CTQ-SF subscales scores. In
addition, a linear regression model was carried out, including
as independent variables those significant subscales of
ZKPQ and CTQ-SF to confirm their effect on BPD severity
(BSL-23 score as dependent variable).

Associations of BPD severity with the interaction
between the significant temperamental traits and childhood
trauma was studied using Generalized Linear Model
(GZLM) analyses in order to estimate the effect of the
interaction between those significant subscales of CTQ-SF
and ZKPQ on BSL-23 scores.

3. Results
3.1. Patient demographics and clinical characteristics

Demographic and clinical characteristics of the subjects
are summarized in Table 1. The majority of individuals were
women (85%) and the mean age was 30.4 years old (SD =
6.9; range: 18—45). All subjects were Caucasian except one
African individual, eight subjects were immigrants. Nearly
of a third of the sample (37%) were married or cohabiting,
and only 32% of subjects had a full-time employment. The

Table 1
Demographic and descriptive data.
Mean (SD)
Demographic characteristics
Gender [n (% females)] 111 (85.5)

Age 30.4 (6.9)

Years of education 13.7 (4.2)
Marital status (married or cohabiting) [n (%)] 48 (36.9)
Full-time employment [n(%)] 42 (32.3)
Severity variables
DIB-R total score 7.7 (1.3)
BSL-23 score 43.7 (22)
Previous hospitalizations [n (%)] 71 (55.5)
History of self-injury [n (%)] 99 (77.3)
Zuckerman—Kuhlman Personality Questionnaire scales
Neuroticism—anxiety (N-Anx) 16.1 (3.5)
Impulsive—Sensation Seeking (ImpSS) 11.4 (4.5)
Aggression—Hostility (Agg-Host) 10.8 (3.1)
Activity (Act) 7.3 (3.8)
Sociability (Sy) 593.9)
Childhood Trauma Questionnaire-Short Form
Severe Emotional Abuse [n (%)] 81 (62.3)
Severe Sexual Abuse [n (%)] 50 (38.5)
Severe Physical Abuse [n (%)] 35 (26.9)
Severe Emotional Neglect [n (%)] 59 (45.4)
Severe Physical Neglect [n (%)] 30 (23.1)
Any Childhood Maltreatment [n (%)] 93 (71.5)

sample had a moderate to severe clinical profile according to
BSL-23 and DIB-R scores. More than a half of the sample
had been previously hospitalized and three quarters had a
history of self-injury. Past comorbidity with mood, anxiety
and eating Axis I disorders, as well as Axis-II co-occurrent
personality disorders, was frequent. Around half of the
sample reported history of substance misuse. On ZKPQ,
subjects with BPD scored high on N-Anx, ImpSS and Agg-
Host subscales and low on Act and Sy subscales. According
to CTQ-SF, 62% of the sample had suffered severe
emotional abuse and about 40% severe sexual abuse. More
than 70% of the subjects reported some kind of childhood
abuse or neglect.

3.2. Personality traits and childhood maltreatment factors
associated with BPD severity

No correlations between N-Anx, ImpSS, Agg-Host or
Act subscales and any CTQ-SF subscales were observed.
Only Sy dimension of ZKPQ was significantly inversely
related to the following scales of CTQ-SF: emotional abuse
(r = —0.22, p = 0.01), physical abuse (r = —0.23, p = 0.01),
and emotional neglect (r = —0.23, p = 0.01) (Table 2).

BSL-23 scores were not significantly associated with any
of the demographic variables (p > .01), so they were not
finally included as covariates in subsequent analyses. Higher
scores on N-Anx and Agg-Host subscales of ZKPQ and on
emotional abuse subscale of CTQ-SF were more likely to
have higher scores on BSL-23. Table 3 shows the final
results of the subsequent linear regression model taking
BSL-23 scores as dependent variable. The regression model
displayed a significant model (F = 10.90, p < 0.001) which
included N-Anx and Agg-Host subscales of ZKPQ and
emotional abuse subscale from CTQ-SF. The model
explained almost 30% of the variance (R* = 0.29).

3.3. Interactive effect of emotional abuse and personality
traits on BPD severity

The first GZLM analysis was performed considering
BSL-23 scores as dependent variable and N-Anx and
emotional abuse scores as covariates. The model was
statistically significant (omnibus test: likelihood ratio [LR]
chi square = 160.2, df=3, P <0.001). Among the
independent covariates, N-Anx showed a significant effect
(LR chi square = 33.6, df = 1, P < 0.001) while emotional
abuse did not (LR chi square = 0.3, df = 1, P = 0.56). The
interaction between the two covariates showed a tendency
towards significance (N-Anx*emotional abuse: LR chi
square = 2.6, df = 1, P =0.1). To illustrate such interac-
tion, N-Anx and emotional abuse were dichotomized. N-
Anx was dichotomized as high or low using median value,
and emotional abuse as severe or not severe according to
accepted cut-off points of CTQ-SF subscales [39]. A two-
way ANOVA analysis was then performed, including high
or low N-Anx trait and presence or absence of severe
emotional abuse. A significant main effect was found
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Table 2
Pearson correlation analyses between ZKPQ, CTQ-SF, and BSL-23 scores.
CTQ-SF CTQ-SF CTQ-SF CTQ-SF CTQ-SF BSL-23
emotional abuse sexual abuse physical abuse emotional neglect physical neglect
ZKPQ N-Anx 17 .02 .05 .05 —.04 ATEE
ZKPQ ImpSS -.07 .00 —-.10 —-.00 .04 13
ZKPQ Agg-Host .06 -.01 -.01 -.07 .02 31F*
ZKPQ Act —.004 -.08 .02 .02 .02 -.13
ZKPQ Sy —22%* —-.14 —23%* —23%* —.04 -.11
BSL-23 .19*% .08 .07 12 12
N-Anx: neuroticism—anxiety; ImpSS: impulsive—sensation seeking; Agg-Host: aggression—hostility; Act: activity; Sy: sociability.
*p<.l.
** p < .01

[F (3,78) = 5.8, P = 0.001]. There was a significant effect of
N-Anx scores on BSL-23 scores [F (1,78) = 5.2, P = 0.024],
but there was no effect of severe emotional abuse. The
interaction between these two factors remained significant [F
(1,78) = 5.7, P = 0.019]. Fig. 1 shows this effect, where the
interaction between high N-Anx scores and severe emotional
abuse associates with clinical severity.

The second GZLM model with Agg-Host and emotional
abuse as covariates, was also statistically significant
(omnibus test: likehood ratio [LR] chi square = 147.2,
df =3, P<0.001). Agg-Host covariate was significant
(LR chi square =27.4, df =1, P <0.001) whereas emo-
tional abuse was not (LR chisquare = 2.2,df = 1,P = 0.13).
Finally, the interaction Agg-Host*emotional abuse did not
show a significant effect (LR chi square = 0.003, df = 1,
P =0.9).

4. Discussion

The aim of this study was to assess the involvement of
temperamental traits and childhood trauma, as well as their
interrelationship, in the severity of BPD. We hypothesized
that, as it happens in the development of the disorder, the
interaction between both factors might be associated with its
severity. The results confirm our hypothesis, as they show
that the interaction between N-Anx temperamental trait and
history of childhood emotional abuse associates with the
severity of BPD.

Table 3

Linear regression analysis with neuroticism—anxiety (N-Anx), aggression—
hostility (Agg-Host) and emotional abuse as independent variables for BPD
severity (BSL-23 score).

R®  p B p
Model .29 <.001
Independent variables
Neuroticism—Anxiety of ZKPQ 41 <.001
Aggression—Hostility of ZKPQ .19 .05
Emotional Abuse of CTQ .19 .043

R?: variance explained by the model; B: standardized Beta.

Childhood experiences of emotional and sexual abuse
were very prevalent in our Spanish sample. Approximately
70% of these subjects reported some form of abuse or neglect
during childhood, a rate consistent with previous studies
worldwide [10,45,46]. Regarding temperamental traits, our
sample was characterized by high scores on N-Anx, ImpSS
and Agg-Host, and low scores on Act and Sy. This pattern
agrees with other studies, using not only the AFFM [33], but
also the FFM [28]. The coincidence with previous studies
backs the idea that this disorder may be a maladaptive
version of these normative temperamental traits [27,28].
When evaluating the association between each temperamen-
tal trait and each kind of childhood trauma, we only found
sociability to inversely correlate with specific types of
childhood maltreatment (emotional abuse and neglect, and
physical abuse) but no correlation with the other tempera-
mental traits was observed.

The first main finding of this study was that N-Anx and
Agg-Host personality traits, as well as emotional abuse, were
risk factors independently associated with the severity of
BPD symptomatology, and these 3 factors accounted for
30% of the variance. Although it suggests that there are
probably other non-studied factors involved in the severity,
its multifactorial causality makes the 30% to be an
appreciable proportion of the variance. Neuroticism has
been previously related to the severity of BPD [15]. The
association of N-Anx and Agg-Host with the clinical severity
of BPD seems consistent, as both traits are related to
characteristic and disabling symptoms of this disorder. N-
Anx trait refers to “emotional upset, worry, fearfulness,
indecision, lack of self confidence, and sensitivity to
criticism” [40], so it might be associated with BPD’s
emotional dysregulation. Agg-Host trait refers to “verbal
aggression, rude, thoughtless or antisocial behavior, venge-
fulness, spitefulness, a quick temper and impatience with
others” [40], so it could be related to impulsive aggression
and BPD typical self-harm. However, the lack of association
of ImpSS was an unexpected finding, since subjects with
BPD scored high in this trait and impulsivity is thought to be
an aggravating factor for this disorder. It could be explained
by the influence of sensation seeking, which is not a
characteristic trait of BPD and so may not be involved in its
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Fig. 1. Two-way ANOVA to investigate the association of BPD severity with the interaction between ZKPQ’s neuroticism—anxiety (N-Anx) scores and the

presence of severe emotional abuse.

severity. With regard to traumatic factors, only emotional
abuse, and not the other types of childhood maltreatment,
was associated with the severity of BPD. These results are
consistent with some authors who begin to consider
emotional abuse as the main sort of maltreatment in BPD
[12,47,48]. The absence of effect of sexual abuse in contrast
with previous research [8,9,49] could be explained by the
lower proportion of sexually abused subjects in comparison
with emotionally abused subjects in our sample.

Our second main finding was that the interaction between
high neuroticism trait and severe emotional abuse was
associated with high BPD clinical severity. Therefore, it
suggests that severe emotional abuse may affect BPD
severity mainly in highly neurotic subjects. We also found
that N-Anx had a significant association with BPD severity
independently of the history of emotional abuse. These
findings suggest that N-Anx might be an important factor
related to the clinical severity of this disorder, both directly
and by means of its interaction with emotional abuse. This is
in line with several studies that have shown that people high
in neuroticism respond with negative emotions more
frequently and intensely when they experience stressful life
events [50]. Moreover, neuroticism has been related to
severity in several emotional disorders, like depression [51],
premenstrual dysphoric disorder [52] or alcohol dependence
severity [53].

Several limitations to this study must be taken into
account. Probably the main limitation is the cross-sectional
design and its inability to show causality effect. Second,
childhood maltreatment information was assessed self-
reported and retrospectively, although the CTQ-SF is a
scale of extensive use in psychiatric research. Third, BSL-23

measures clinical BPD severity at one particular moment and
this score can change over time or after a therapeutic
intervention. In order to minimize this limitation we assessed
this variable when subjects were admitted in our unit, before
starting any treatment. Fourth, no control group with healthy
subjects or with other disorders was used to compare ZKPQ
or CTQ-SF scores. Finally, there are probably other
significant factors involved on BPD severity that have not
been studied.

In conclusion, our results suggest that both temperamen-
tal traits and childhood emotional abuse are involved in the
severity of BPD, and that N-Anx trait seems to moderate the
association between severe emotional abuse and the severity
of this disorder. Therefore, these results may have clinical
implications provided that these variables might yield to the
design of specific psychotherapeutic treatments focused on
the management of emotional abuse and/or N-Anx and Agg-
Host temperamental traits together with the usual treatments
(which are mainly focused on symptoms). Further studies
should test this hypothesis so as to confirm the present
findings and to identify other biological and environmental
risk factors associated with disorder severity. A better
understanding of the mechanisms involved in the severity of
BPD would allow the implementation of treatment and
prevention strategies and the consequent reduction of the
clinical and social impact of this disorder.
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Abstract Current knowledge suggests that borderline
personality disorder (BPD) results from the interaction
between genetic and environmental factors. Research has
mainly focused on monoaminergic genetic variants and
their modulation by traumatic events, especially those
occurring during childhood. However, to the best of our
knowledge, there are no studies on the genetics of hypothal-
amus—pituitary—adrenal (HPA) axis, despite its vulnerabil-
ity to early stress and its involvement in BPD pathogenesis.
The aim of this study was to investigate the contribution of
genetic variants in the HPA axis and to explore the modu-
lating effect of childhood trauma in a large sample of BPD
patients and controls. DNA was obtained from a sample
of 481 subjects with BPD and 442 controls. Case—control
differences in allelic frequencies of 47 polymorphisms in
10 HPA axis genes were analysed. Modulation of genetic
associations by the presence of childhood trauma was
also investigated by dividing the sample into three groups:
BPD with trauma, BPD without trauma and controls. Two
FKBP5 polymorphisms (rs4713902-C and 1rs9470079-
A) showed significant associations with BPD. There were
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also associations between BPD and haplotype combina-
tions of the genes FKBPS5 and CRHRI. Two FKBPS alleles
(rs3798347-T and rs10947563-A) were more frequent
in BPD subjects with history of physical abuse and emo-
tional neglect and two CRHR?2 variants (rs4722999-C and
rs12701020-C) in BPD subjects with sexual and physical
abuse. Our findings suggest a contribution of HPA axis
genetic variants to BPD pathogenesis and reinforce the
hypothesis of the modulating effect of childhood trauma in
the development of this disorder.

Keywords Borderline personality disorder -
Hypothalamus—pituitary—adrenal (HPA) axis - Childhood
trauma - Genetics - Polymorphisms - Etiology

Introduction

According to current theories, borderline personality disor-
der (BPD) results from the interaction between genetically
based biological vulnerabilities and psychosocial factors
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[1]. The high prevalence of childhood traumatic events in
subjects with BPD has led to consider this factor as the
main psychosocial event involved in its development [ 1-3].
Prospective studies with large cohorts of abused/neglected
children support this assumption [4-6]. Furthermore, an
association between childhood traumas and BPD severity
in adulthood has been observed [7].

However, the knowledge on the biological factors
involved is still scarce. As BPD is a heterogeneous disor-
der with several symptomatic domains such as impulsivity,
affective instability and problems in interpersonal relation-
ships, different biological systems have been suggested to
be involved in its aetiology [1]. For instance, impulsivity,
affective instability and suicidality have been related to the
serotonergic system; impulsivity and psychotic-like symp-
toms with the dopaminergic system; and dysphoric affect
with the noradrenergic system [8]. Dysfunction of the
hypothalamus—pituitary—adrenal (HPA) axis has also been
related to BPD, as this system is one of the main effectors
of the stress response [9].

Previous genetic association studies in individuals with
BPD have mainly focused on serotonergic and dopaminer-
gic systems, exploring the presence of risk polymorphisms
in genes like the serotonin transporter (SCL6A4), serotonin
receptors, tryptophan hydroxylase I (TPH1) and Il (TPH?2),
dopamine transporter (SLC6A3), dopamine receptors,
dopadecarboxylase, monoamine oxidase A (MAO-A) and
catecholamine-O-methyltransferase (COMT; for a revision
[10, 11]). Results have been inconclusive, probably caused
by small sample sizes and the analysis of a limited number
of polymorphisms. Gene—environment interaction (GxE)
studies have also focused on these monoaminergic systems.
Several significant associations have been reported, but
the findings still lack replication. Wagner et al. [12] have
shown that childhood sexual abuse may modulate the asso-
ciation between the short allele of a polymorphism in the
promoter region of SCL6A4 and impulsivity, between the
COMT Val 158 Met variant and aggressiveness [13, 14]
and between the brain-derived neurotrophic factor (BDNF)
Val 66 Met polymorphism and impulsivity [15]. Wilson
et al. [16] have reported that genetic variants of TPHI may
modulate the association between childhood abuse and the
degree of BPD in adulthood.

Despite the vulnerability of the HPA axis to early stress
[17, 18] and its involvement in BPD pathogenesis [19],
only a few studies on the contribution of HPA axis genetic
alterations have been published [20-22]. These studies all
focus on epigenetic mechanisms, while the presence of risk
sequence polymorphisms has not been investigated. HPA
genetic variants have been associated with other mental
disorders closely related to BPD, such as depression [23—
26] and post-traumatic stress disorder [27, 28], and some
of these associations are modulated by childhood trauma

@ Springer

[24, 25, 27, 28]. The presence of polymorphisms in HPA
axis genes may also contribute to the development of BPD,
and this contribution may be modulated by early stressful
experiences.

The main objectives of this study were to investigate
the contribution of genetic variants in the HPA axis and
to explore the modulating effect of childhood trauma in a
large sample of BPD patients and controls.

Materials and methods
Participants

A sample of 481 subjects with BPD and 442 ethnically
matched controls was recruited in three hospitals in Spain
with specific BPD units with experience in research and clin-
ical management of this disorder. These BPD units are part
of Spain’s National Mental Health Service and provide free
medical attention with a specialist treatment programme for
outpatients with BPD. Subjects were consecutively recruited
between 2002 and 2013, among those BPD patients admit-
ted to these units during this time period who met the inclu-
sion criteria. All participants were Caucasians of European
descent from the same geographic area (Catalonia, Spain).

Patients were included if they met DSM-IV criteria for
BPD according to two semi-structured diagnostic inter-
views, the Spanish validated versions of both the Structured
Clinical Interview for Diagnostic and Statistical Manual of
Mental Disorders-IV (DSM-IV) Axis II Disorders (SCID-
IT) [29] and the Revised Diagnostic Interview for Border-
lines (DIB-R) [30]. Comorbidity with axis I disorders was
allowed, but patients had to be stable from these patholo-
gies at the time of inclusion. Although they could also pre-
sent other personality disorders, BPD was the main diag-
nosis. Inclusion criteria for the BPD group consisted of:
(a) diagnosis of BPD according to DSM-IV criteria; (b) no
current episode of any axis I disorders according to DSM-
IV criteria, including substance dependence; and (c) no
severe physical conditions such as organic brain syndrome,
neurological disease or mental deficiency. Experienced
psychiatrists carried out a clinical interview to collect soci-
odemographic and clinical variables. BPD group included
mainly female patients (84 %), with a mean age of 30 years
(8§D 7.3) and a clinical profile of moderate severity accord-
ing to DIB-R total score (Table 1).

A subgroup of the BPD sample (N = 154) filled in the
Childhood Trauma Questionnaire—Short Form (CTQ-
SF) [31], a self-administered questionnaire designed to
assess traumatic experiences in childhood. This subgroup
consisted of those patients recruited since 2009. Nearly
75 % of these subjects reported having suffered a moder-
ate—severe traumatic experience in childhood: 94 subjects
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Table 1 Demographic and clinical characteristics of BPD subjects

Variables BPD subjects
(N =481)
Demographic
Age [mean (SD)] 30.05 (7.30)
Women [n (%)] 404 (84 %)

Clinical

Revised diagnostic interview for borderlines (DIB-R)

Total score [mean (SD)] 7.39 (1.24)
Affect [mean (SD)] 1.57 (0.51)
Cognition [mean (SD)] 0.96 (0.67)
Impulsivity [mean (SD)] 2.32 (0.78)
Interpersonal relationships [mean (SD)] 2.54 (0.68)

Structured clinical interview for DSM-IV
Axis II personality disorders (SCID-II)

Paranoid PD [n (%)] 127 (26.4 %)

Schizoid PD [n (%)] 7 (1.5 %)
Schizotypal PD [n (%)] 15 (3.1 %)
Antisocial PD [ (%)] 73 (15.2 %)
Histrionic PD [n (%)] 45 (9.4 %)
Narcissistic PD [n (%)] 29 (6.0 %)
Avoidant PD [n (%)] 104 (21.6)
Dependent PD [n (%)] 93 (19.3)
Obsessive—compulsive PD [ (%)] 90 (18.7)

(61 %) emotional abuse, 40 subjects (26 %) physical abuse,
59 subjects (38 %) sexual abuse, 70 subjects (45 %) emo-
tional neglect and 37 subjects (24 %) physical neglect.

The control group comprised 442 participants randomly
selected from blood donors recruited from general popula-
tion from the same geographic region as the patients. This
group included 82 % of females (N = 364) with a mean age
of 53.5 years (SD 18.6). In our country, blood donation is
a selfless act fairly widespread among population. Injecting
drug users and people suffering from chronic diseases are
rejected as donors; however, psychopathology or history of
childhood trauma was not evaluated in this group.

The total sample has a statistical power of >95 %
to detect genetic associations with a moderate genetic
effect [odds ratios (O.R.) >2, minor allele frequency,
MAF > 0.05]. For comparisons with childhood traumas
subgroups (N = 154 BPD with or without childhood trau-
mas and N = 442 controls), our sample has 45-95 % power
to detect associations with a small (w = 0.1) or moderate
(w = 0.3) effect size, respectively (« = 0.05).

This study was approved by the clinical research eth-
ics committee of the three collaborating hospitals, and the
principles outlined in the Declaration of Helsinki were fol-
lowed. The participants did not receive any retribution, and
an informed consent form to participate in the study was
acquired.

Assessment instruments

e Structured clinical interview for DSM-IV axis II per-
sonality disorders (SCID-II) [29]: semi-structured
interview to assess personality disorders according to
DSM-IV criteria. The Spanish version has good dis-
crimination between axis II personality disorders, as
well as good reliability between raters as indicated by
an overall kappa of 0.85.

® Revised diagnostic interview for borderlines (DIB-R)
[30]: semi-structured interview to diagnose BPD within
the last 2 years. This interview also provides a measure
of the severity of the disorder. The Spanish version has
shown good psychometric properties regarding internal
consistency (Cronbach’s alpha 0.89), sensitivity (0.81)
and specificity (0.94). The interviewers were experi-
enced psychologists and presented a high inter-rater
reliability (within-class correlation 0.94). The inter-test-
reliability of DIB-R and SCID-II was moderate (kappa
0.59).

e Childhood trauma questionnaire-short form (CTQ-SF)
[31]: questionnaire designed to retrospectively assess
childhood abuse and neglect. The short version (CTQ-
SF) includes 28 items, and its validity in clinical and
non-referred populations has been tested. This question-
naire assesses five types of childhood trauma: sexual,
physical and emotional abuse, as well as physical and
emotional neglect. Each item is rated on a five-point
Likert-type scale ranging from never true to very often
true. The questionnaire provides an overall rating and a
specific score for every subscale (from 5 to 25), as well
as cut-off points to classify each trauma according to
the severity of the exposure (none, mild, moderate and
severe). As proposed in previous studies [32], we con-
sidered a positive history of trauma if severity was at
least moderate (i.e. cut-off scores of 8 or higher for sex-
ual abuse, 10 or higher for physical abuse, 13 or higher
for emotional abuse, 10 or higher for physical neglect
and 15 or higher for emotional neglect).

Genotyping

Blood samples were systematically collected by standard
techniques from the subjects upon admittance to the unit.
Genomic DNA was extracted from peripheral leucocytes
by using the salting out procedure (Autopure, Qiagen) [33].

Forty-seven informative polymorphisms (tag single-
nucleotide polymorphisms—SNPs) in ten HPA genes
(AVPRIA, AVPRIB, CRH-BP, CRHRI, CRHR2, FKBPS,
GCR—alternative name NR3CI, NPY, NPYIR and NYP2R)
were chosen using the HapMap programme (www.hapmap.
org) and the parameters 7> = 0.80 and MAF = 0.05. Table 2
includes a list of the HPA genes and SNPs investigated.
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Table 2 Summary of single- Gene SNP BPD group Controls ¥2 p OR.
marker analyses comparing

cases versus controls AVRPIA 157298346 0.12 0.13 0.43 0.50 091

151042615 0.39 0.37 0.42 0.51 1.06

1510877968 0.16 0.16 0.16 0.68 1.05

AVRPIB 1528373064 0.17 0.15 0.67 0.41 1.10

CRH-BP 1s32897 0.16 0.17 0.56 0.45 091

1s10062367 0.20 0.20 0.13 0.71 0.95

rs10514082 0.15 0.15 0.001 0.96 1.00

rs1053989 0.39 0.40 0.01 0.90 0.98

CRHRI rs110402 0.37 0.37 0.001 0.96 0.99

1s173365 0.46 0.47 0.17 0.67 0.96

15242942 0.13 0.10 248 0.11 1.25

152664008 0.06 0.07 0.64 0.42 0.86

1512944712 0.50 0.49 0.15 0.69 1.03

1517763104 0.09 0.08 0.43 0.51 1.11

1s17763533 0.26 0.28 1.13 0.28 0.89

CRHR2 1s929377 0.36 0.32 2.79 0.09 1.18

1s975537 0.19 0.18 0.42 0.51 1.08

152190242 0.22 0.20 0.89 0.34 1.11

152267716 0.26 0.24 0.63 0.42 1.09

152267717 0.10 0.10 0.04 0.83 0.96

152284217 0.18 0.17 0.22 0.63 1.05

152284218 0.38 0.36 0.87 0.34 1.09

154722999 0.33 0.29 2.87 0.09 1.18

156965973 0.12 0.12 0.06 0.79 1.03

rs12701020 0.16 0.17 0.14 0.70 0.95

FKBP5 153777747 0.42 0.45 0.95 0.32 091

1s3798346 0.20 0.17 2.62 0.10 1.21

1s3798347 0.33 0.35 0.47 0.48 0.93

rs4713902 0.23 0.27 431 0.03 0.79

159380526 0.36 0.37 0.11 0.73 0.96

1517614642 0.06 0.06 0.16 0.68 0.92

1s10947563 0.31 0.33 0.65 0.41 0.92

rs9470079 0.16 0.12 6.06 0.01 1.39

GCR (NR3C1) 1s852977 0.29 0.31 1.05 0.30 0.90

152963155 0.19 0.19 0.02 0.87 0.98

154912905 0.27 0.26 0.42 0.51 1.07

1s9324918 0.12 0.14 2.01 0.15 0.82

rs10041520 0.51 0.48 1.49 0.22 1.12

rs17100236 0.13 0.13 0.06 0.80 1.03

1517287745 0.38 0.38 <0.001 0.99 1.00

rs17339831 0.17 0.17 0.02 0.88 0.98

NPY rs16138 0.30 0.27 1.62 0.20 1.14

1s5574 0.43 0.47 3.06 0.07 0.84

NPYIR 154552421 0.10 0.10 0.25 0.61 1.08

154691075 0.13 0.13 0.14 0.70 1.05

159764 0.26 0.24 0.64 0.42 1.09

NPY2R 151047214 0.46 0.48 0.67 0.40 0.92

Significant polymorphisms are highlighted in bold

AVRPIA arginine vasopressin receptor 1A, AVRPIB arginine vasopressin receptor 1B, CRH-BP cortico-
tropin-releasing hormone-binding protein, CRHRI corticotropin-releasing hormone receptor 1, CRHR2
corticotropin-releasing hormone receptor 2, FKBP5 KF 506-binding protein, GCR glucocorticoid receptor,
NPY neuropeptide Y, NPYIR neuropeptide Y receptor 1, NPY2R neuropeptide Y receptor 2 O.R. odds ratio
BPD/controls
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Genotyping of the selected polymorphisms was performed
using real-time PCR technology and Tagman Custom open
arrays. All the investigated polymorphisms successfully
underwent genotyping quality controls (calling rate >95 %
across SNPs and individuals).

Statistical analysis

Single-marker analyses were performed using Chi-square
and regression analyses to investigate associations with
bimodal and categorical variables, respectively. Phased
(using the E-M algorithm) haplotype analyses including
all SNPs within a gene were performed (data available
on request). The statistical packages SPSS (IBM, v20.0),
PLINK (v1.07) and Epilnfo (v7.0.8.3, developed by Cen-
tres for Disease Control, USA) were used. This study was
exploratory in nature, and Bonferroni corrections for multi-
ple analyses were not used.

Results
Association between SNPs of the HPA axis and BPD

All polymorphisms genotyped were in Hardy—Wein-
berg equilibrium, except the CRHRI rs173365 variant
where an excess of individuals homozygotes was detected
(p =0.02).

Table 2 summarizes the results of the case—control asso-
ciation analyses. Two FKBP5 polymorphisms (rs4713902
and rs9470079) showed significant associations with risk of
BPD: the rs4713902-C allele was relatively more frequent
in healthy controls than in BPD subjects (27 vs. 23 %,
p = 0.03, O.R. = 0.79), and the rs9470079-A variant was
relatively more frequent in BPD subjects than in controls
(16 vs. 12 %, p = 0.01, O.R. = 1.39; Fig. 1). Haplotype
comparisons between affected and controls showed sig-
nificant differences in the frequency distribution of FKBP5
(GATTTAAT; p = 0.016) and CRHRI (GATGAGT;
p = 0.002) allele combinations (see Table 3, full haplotype
data available on request).

Modulating effect of childhood trauma

Table 4 summarizes the results of the association analyses
considering the presence or absence of childhood trauma.
To discern the influence of traumas on the associations,
samples were divided into three groups for each type of
trauma: BPD patients with childhood trauma, BPD patients
without trauma and controls. Only BPD patients with data
on childhood trauma (N = 154) were included in these
analyses. Linear regression analyses were performed using
an additive model to compare the allele dosage distribution

between the three groups. Single-marker comparisons
between the three groups revealed clearer results than
the comparisons between patients and controls in spite of
the reduced sample sizes. Several CRHR2 variants were
more frequent in patients with childhood sexual abuse
(rs4722999, p = 0.05) and physical abuse (rs4722999,
p = 0.03 and rs12701020, p = 0.03) than in patients with-
out and controls. FKBP5 polymorphisms were also rela-
tively more frequent in patients who reported childhood
physical abuse (rs3798347, p = 0.03 and rs10947563,
p = 0.02) and emotional neglect (rs3798347, p = 0.05
and rs10947563, p = 0.01). Finally, a marginal associa-
tion was detected between a GCR variant and the three
eroups classified according to emotional neglect (rs8§52977,
p = 0.04). In general, the risk allele was relatively more
frequent in those BPD patients that reported childhood
abuse or neglect than in patients without BPD trauma, sug-
gesting a modulation of the association by the presence
of environmental factors such as traumas. Figure 2 shows
these associations according to the type of traumatic event
(Fig. 2a: sexual abuse, Fig. 2b: physical abuse and Fig. 2c:
emotional neglect). It is important to note that none of the
reported associations would survive conservative Bonfer-
roni corrections for multiple analyses.

Discussion

The aim of this study was to explore the influence of
genetic variants in the HPA axis on the risk of BPD and
the modulator effect of traumatic experiences in childhood.
Our results showed that polymorphic variants in FKBP5
and CRHR genes may be associated with BPD diagnosis.
These associations were clearer when the presence of child-
hood traumas was considered. These results are suggestive
of a genetic involvement of the HPA axis in the develop-
ment of BPD, in combination with environmental factors.
When comparing single-marker frequencies in BPD
patients versus controls, two FKBP5 genetic polymor-
phisms, rs4713902 and rs9470079, showed significant
association with BPD. Haplotype analyses confirmed the
association of FKPB5 genetic variants with risk of BPD.
FKBPS5 encodes the FK506-binding protein 5, which is
involved in the regulation of glucocorticoid receptors
by decreasing the affinity of this receptor for its ligand,
reducing the expression of GR-responsive genes [34, 35].
Genetically based disturbances in FK506 function have
been linked to dysfunctions in HPA axis, both in the gen-
eral population [36] and in patients with stress-related dis-
orders [37]. Additionally, FK506 function alterations have
been linked to psychiatric disorders such as major depres-
sion which, like BPD, are characterized by disturbances in
HPA axis [38, 39]. Although the polymorphisms associated
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Fig. 1 Distribution of allelic frequencies of FKBP5 polymorphisms
associated with BPD

with BPD are intronic variants of unknown functionality,
our results suggest a possible involvement of FKBPS in the
aetiology of BPD.

Although no individual CRHRI polymorphism was
related to BPD, a clear association between a CRHRI hap-
lotype and BPD risk was detected. This pituitary receptor
is a major component of the HPA axis and of the initial
response to stress. It mediates the stimulatory action of
corticotrophin-releasing hormone (CRH) on adreno-corti-
cotrophic hormone (ACTH) secretion. Therefore, CRHR1
deficiency leads to impaired stress response [40, 41].
CRHRI polymorphisms have been previously associated
with depressive disorders [26, 42, 43] and with suicidal and
aggressive behaviours, symptoms frequently observed in

subjects with BPD [44, 45]. Our results may support the
hypothesis of the involvement of CRHRI on BPD.

Clearer results were observed when considering the
presence of childhood trauma in BPD patients. When divid-
ing the sample into three groups (patients with childhood
trauma, patients without and controls), the risk alleles of
two FKBPS5 polymorphisms, rs3798347-T and rs10947563-
A, were more frequently represented in patients with a his-
tory of childhood physical abuse and emotional neglect
than in patients without and controls, with other variants
in the same gene presenting similar trends towards asso-
ciation with BPD patients with a history of sexual and
physical abuse and of physical and emotional neglect. Two
CRHR2 polymorphisms were also differently distributed
in patients who had suffered physical and sexual abuse in
comparison with patients without physical abuse and con-
trols (rs4722999-C and rs12701020-C), with other CRHR2
variants showing trends towards association with other
traumas. Additionally, a GCR variant, rs8§52977-G, was dif-
ferently distributed in the three groups according to emo-
tional neglect. All these associations with BPD risk alleles
were more evident when a childhood trauma had happened,
suggesting a reinforcing interaction with the genetic pro-
pensity to develop BPD. It should be noted that the poly-
morphisms associated with BPD and history of childhood
trauma did not show significant differences when compar-
ing BPD patients and controls. Aside from a spurious find-
ing or a difference in sample sizes, this may be the result of
the modulator effect of childhood trauma.

A modulation of several HPA axis genes’ polymor-
phisms by childhood traumatic events has been described
in other psychiatric disorders and conditions closely related
to BPD. For instance, GxXE involving FKBP5 polymor-
phisms has been reported in PTSD [27, 28], depression

Table 3 Summary of haplotype comparisons between patients and controls

Locus Haplotype FA FU x2 df p SNPs

NPY TG 0.4384 0.4814 3372 1 0.06 155574 1rs16138

NPYIR TGT 0.5955 0.6161 0.8035 1 0.37 159764 |rs4552421 | rs4691075

CRH-BP CAAA 0.01049 0.01944 2504 1 0.11 1532897 11510062367 | rs10514082 | rs1053989

CRHRI GATGAGT 0.05213 0.02474 8.954 1 0.002 rs110402 115173365 | rs242942 | rs2664008 | rs12944712 | rs17763104 |
rs17763533

CRHR2 TAAATGGTTCC 0.4351 0.4692 1909 1 0.16 15929377 I1s973002 | rs975537 | rs2190242 | 12267716 | rs2267717 |
1s2284217 | rs2284218 1 rs4722999 | rs6965973 | rs12701020

AVRPIA TGC 0.04609 0.03269 2.129 1 0.14 157298346 11rs1042615 | rs10877968

GCR AAGTCCAG 0.05851 0.07641 2293 1 0.13

FKBP5 GATTTAAT 0.1591 0.1197 5.727 1 0.016

1s852977 1 1s2963155 | rs4912905 | rs9324918 | rs10041520 | rs17100236
1 rs17287745 | rs17339831

1s3777747 | rs3798346 | 1s3798347 | rs4713902 | rs9380526 | rs9470079 |
1s10947563 | rs17614642

AVRPIA arginine vasopressin receptor 1A, CRH-BP corticotropin-releasing hormone-binding protein, CRHRI corticotropin-releasing hormone
receptor 1, CRHR? corticotropin-releasing hormone receptor 2, FKBP5 KF 506-binding protein, GCR glucocorticoid receptor, NPY neuropep-
tide Y, NPYIR neuropeptide Y receptor 1, FA frequency in affected, FU frequency in unaffected
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Table 4 Summary of results of comparisons between three groups: patients with and without childhood traumas, and controls

GENE SNP Sexual abuse p (Beta) Physical abuse p (Beta) ~ Emotional abuse p (Beta) Physical neglect p (Beta) Emotional neglect p
(Beta)
AVPRIA 1s7298346-A 0.16 (—0.08) 0.489 (—0.03) 0.30 (—0.06) 0.57(—0.03) 0.43 (—0.06)
rs1042615-A 0.48 (0.02) 0.41 (0.03) 0.26 (0.05) 0.58 (0.02) 0.72 (0.02)
rs10877968-C 0.39 (—0.04) 0.78 (—0.01) 0.50 (—0.04) 0.99 (<0.001) 0.99 (<0.001)
AVPRIB 1s28373064-G 0.15 (0.07) 0.18 (0.06) 0.28 (0.06) 0.26 (0.06) 0.17 (0.09)
CRH-BP 1rs32897-C 0.54 (—0.03) 0.46 (—0.03) 0.45 (—0.04) 0.60 (—0.02) 0.81 (0.01)
rs10062367-A 0.66(—0.02) 0.38 (—0.03) 0.33 (—0.05) 0.17 (—0.06) 0.50 (—=0.04)
rs10514082-G 0.80 (0.01) 0.89(—0.006) 0.76 (—0.02) 0.61 (—0.02) 0.93 (—0.006)
rs1053989-A 0.94(—0.002) 0.50 (—0.02) 0.49 (—0.03) 0.50 (—0.03) 0.74 (—0.01)
CRHR1 rs110402-A 0.27 (0.04) 0.38 (0.03) 0.14 (0.07) 0.22 (0.05) 0.32 (0.05)
1s173365-G 0.88 (—0.005) 0.94 (—0.002)) 0.69 (0.01) 0.98 (0.001) 0.68 (0.02)
1s242942-T 0.64 (0.03) 0.58 (0.03) 0.34 (0.07) 0.55 (0.04) 0.86 (0.01)
152664008-A 0.63 (—0.03) 0.72 (—0.02) 0.95 (—0.004) 0.98 (0.002) 0.48 (—0.08)
1s12944712-A 0.34 (—0.03) 0.47 (—0.02) 0.22 (—0.05) 0.22 (—0.05) 0.57 (—0.03)
1s17763104-A 0.35 (—0.06) 0.42 (—0.05) 0.59 (—0.04) 0.69 (—0.02) 0.80 (0.02)
1s17763533-C 0.89 (—0.005) 0.77 (—0.01) 0.31 (—0.04) 0.43 (—0.03) 0.90 (—0.007)
CRHR2 1s929377-A 0.20 (0.05) 0.12 (0.05) 0.35 (0.04) 0.41 (0.03) 0.35 (0.05)
1s975537-T 0.08 (0.08) 0.07 (0.07) 0.29 (0.06) 0.48 (0.03) 0.11 (0.10)
1s2190242-C 0.14 (0.06) 0.12 (0.06) 0.32 (0.05) 0.38 (0.04) 0.18 (0.08)
1s2267716-C 0.65 (0.02) 0.31 (0.04) 0.29 (0.05) 0.51 (0.03) 0.59 (0.03)
1s2267717-A 0.24 (0.07) 0.56 (0.03) 0.93 (0.005) 0.97 (—0.002) 0.51 (0.05)
1s2284217-A 0.09 (0.08) 0.13 (0.06) 0.45 (0.04) 0.51 (0.03) 0.12 (0.10)
1s2284218-C 0.18 (0.05) 0.11(0.06) 0.23 (0.05) 0.49 (0.03) 0.22 (0.06)
rs4722999-C 0.05 (0.08) 0.03 (0.08) 0.15 (0.06) 0.26 (0.05) 0.08 (0.10)
186965973-T 0.22 (0.07) 0.36 (0.04) 0.80 (0.02) 0.94 (0.004) 0.33 (0.07)
rs12701020-T 0.09 (—0.08) 0.03 (—0.09) 0.10 (—0.09) 0.13 (—0.08) 0.08 (—0.12)
FKBP5 183777747-G 0.74 (0.01) 0.19 (0.04) 0.60 (0.02) 0.89 (0.006) 0.28 (0.05)
1s3798346-G 0.09 (0.09) 0.16 (0.06) 0.12 (0.08) 0.11 (0.09) 0.09 (0.11)
rs3798347-A 0.12 (—0.06) 0.03 (—0.08) 0.15 (—0.06) 0.30 (—0.04) 0.05 (—0.11)
1rs4713902-C 0.59 (—0.02) 0.80 (0.01) 0.83 (0.01) 0.53 (—0.03) 0.84 (0.01)
1$9380526-C 0.20 (—0.05) 0.06 (—0.06) 0.22 (—0.05) 0.35 (—0.04) 0.06 (—0.10)
1s17614642-C 0.81 (—0.01) 0.87 (—0.01) 0.75 (—0.03) 0.76 (0.03) 0.36 (0.09)
rs10947563-G 0.10 (—0.06) 0.02 (—0.08) 0.10 (—0.07) 0.09 (—0.07) 0.01 (—0.13)
1s9470079-A 0.13 (0.08) 0.09 (0.08) 0.33 (0.06) 0.28 (0.06) 0.12 (0.11)
GCR (NR3CI) rs852977-G 0.06 (—0.07) 0.09 (—0.06) 0.15 (—0.06) 0.29 (—0.04) 0.04 (0.11)
1s2963155-G 0.68 (—0.02) 0.96 (—0.001) 0.83 (—0.01) 0.89 (—0.007) 0.62 (—0.03)
1s4912905-C 0.15 (0.06) 0.16 (0.05) 0.13 (0.07) 0.23 (0.05) 0.15 (0.08)
1s9324918-C 0.35 (—0.05) 0.31 (—0.05) 0.44 (—0.05) 0.34 (—0.05) 0.15 (—0.11)
rs10041520-C 0.22 (0.04) 0.15 (0.05) 0.27 (0.05) 0.29 (0.04) 0.11 (0.08)
1rs17100236-C 0.77 (—0.01) 0.98 (—0.001) 0.64 (—0.03) 0.73 (—0.02) 0.68 (—0.03)
1s17287745-G 0.30 (—0.04) 0.31 (—0.03) 0.35 (—0.04) 0.58 (—0.02) 0.51 (—0.03)
rs17339831-C 0.06 (—0.09) 0.12 (—0.07) 0.14 (—0.08) 0.45 (—0.04) 0.12 (—0.11)
NPY rs16138-C 0.29 (0.04) 0.40 (0.03) 0.27 (0.05) 0.55 (0.03) 0.57 (0.03)
185574-T 0.22 (0.05) 0.49 (—0.02) 0.18 (—0.05) 0.33 (—0.04) 0.52 (—0.03)
NPYIR 1s4552421-A 0.79 (0.01) 0.60 (0.03) 0.65 (0.03) 0.61 (0.03) 0.19 (0.10)
1s4691075-C 0.80 (0.01) 0.64 (0.02) 0.77 (0.01) 0.71 (0.02) 0.20 (0.09)
1$9764-C 0.67 (—0.01) 0.44 (—0.03) 0.67 (—0.02) 0.80 (—0.01) 0.68 (—0.02)
NPY2R rs1047214-C 0.73 (—0.01) 0.78 (0.01) 0.72 (0.01) 0.74 (0.01) 0.90 (0.006)

Significant polymorphisms are highlighted in bold. Beta values are referred to the minor alleles. A positive beta value indicates that the minor
allele contributes to an increased risk

AVRPIA arginine vasopressin receptor 1A, AVRPIB arginine vasopressin receptor 1B, CRH-BP corticotropin-releasing hormone-binding pro-
tein, CRHRI corticotropin-releasing hormone receptor 1, CRHR2 corticotropin-releasing hormone receptor 2, FKBP5 KF 506-binding protein,

GCR glucocorticoid receptor, NPY neuropeptide Y, NPYIR neuropeptide Y receptor 1, NPY2R neuropeptide Y receptor 2
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Fig. 2 Distribution of allelic frequencies in patients with history of trauma (BPD+), patients without (BPD—) and controls, according to a
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[46], suicide [47] and aggressive behaviour [48]. As far
as we are aware, no GxE studies concerning CRHR?2 have
been published. However, an involvement of this gene in
BPD pathogenesis is plausible since it is the receptor for
urocortin, one of the effectors of the stress response [49],
and CRHR?2 deficiency leads to anxiety-like behaviours
in mice [50]. Additionally, CRHR2 polymorphisms have
been associated with suicidal behaviour [51] and depres-
sion [26]. Regarding GCR (NR3CI), recent studies have
observed association of childhood trauma with a higher
level of methylation of this gene in subjects with BPD [21,
22]. None of the mentioned studies included the polymor-
phisms investigated in our sample. Therefore, a direct com-
parison of risk alleles is not possible. In summary, these
results suggest an involvement of FKBPS5 and CRHR2
genes and may indicate GXE interactions in the develop-
ment of BPD.

Current evidence shows that GXE has a central role in
the pathogenesis of psychiatric disorders, and some of
these genetic—environmental interactions are common to
several disorders. For instance, the interaction between
childhood trauma and HPA axis genes seems to be involved
in the development of not only BPD but also other psychi-
atric conditions [49]. This evidence supports the assump-
tion that HPA genetic variants would confer an intrinsic
vulnerability for the development of psychopathology
which would be modulated by environmental factors such
as childhood traumatic events. Possibly, neither a concrete
polymorphism or gene nor a particular traumatic event is
exclusively associated with a specific psychiatric disorder,
but the expression of one or another pathology may depend
on the combination of a particular genotype with several
environmental factors.

@ Springer

Our study has several limitations. First, childhood mal-
treatment information was retrospectively self-reported,
although by means of a questionnaire (CTQ-SF) widely
used in psychiatric research. Since this information was not
collected in all participants nor in controls, we were only
able to do an assessment of the modulator effect of child-
hood traumas rather than a direct study of their contribution
to BPD risk. Moreover, the sample size of BPD subjects
with childhood trauma information was relatively small.
However, the findings are promising and could be used as
a guide for further studies in larger samples. Second, the
evaluation of current episodes of axis I disorders was per-
formed by means of a clinical interview conducted by expe-
rienced psychiatrists instead of a psychometric instrument.
Third, sociodemographic information of both the BPD and
the control groups is scarce. Fourth, no psychiatric evalua-
tion was performed in the control group, so the absence of
subjects with BPD in this sample cannot be assured. Fifth,
most of the reported findings will not survive restrictive
Bonferroni corrections for multiple analyses, although this
type of correction assumes that the polymorphisms investi-
gated are independent events, and may be too conservative
when using tag-SNPs. In consequence, our results should
be interpreted with caution. Although they seem to suggest
that genetic variants in the HPA axis may be involved in the
development of BPD, and may be modulated by childhood
traumatic events, they need to be replicated in independent
studies to confirm their validity. Finally, the long duration
of the present study precludes from ensuring the inter-rater
reliability between all the researches. Nevertheless, the
main interviewers were experienced clinical researches
with a high inter-rater reliability (within-class correlation
0.94).
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Conclusions

In summary, to our knowledge, these results are the first
to suggest a possible contribution of HPA genetic variants
to BPD pathogenesis and a modulating effect of child-
hood trauma in the development of this disorder. However,
these findings are preliminary and need to be replicated in
independent studies. If confirmed, these findings may have
clinical implications, as a better understanding of the link
between genetic vulnerabilities, negative childhood events
and the development of BPD symptoms is mandatory to
guide future treatment and prevention strategies for this
disorder.
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This study investigated the possible association of 40 polymorphisms within 4 noradrenergic genes with
BPD risk and the modulating effect of childhood trauma on these associations in 481 BPD subjects and
442 controls. COMT rs5993882, DBH rs77905 and SLC6A2 rs1814270 showed associations with BPD,
which were modulated by childhood trauma. However, none of these findings survived Bonferroni
correction. Further investigation is needed to clarify the involvement of these genes in BPD pathogenesis.

© 2015 Elsevier Ireland Ltd. All rights reserved.

1. Introduction

Family and twin studies support an involvement of genetic
factors in the aetiology of Borderline Personality Disorder (BPD)
(Leichsenring et al., 2011), but molecular genetics studies, mainly
focused on the serotonergic and dopaminergic systems, have
provided inconsistent results (Calati et al., 2013; Amad et al,
2014). Although the noradrenergic system may be involved in
symptoms like affective dysregulation, anxiety or impulsive ag-
gression (Skodol et al., 2002), it has been scarcely investigated.
Only the catechol-O-methyltransferase (COMT) Val158Met poly-
morphism has been studied, with contradictory results (Tadi¢
et al,, 2009; Nemoda et al., 2010; Lazzaretti et al., 2013).

The involvement of non-genetic factors such as childhood
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E-mail address: jpascual@santpau.cat (J.C. Pascual).
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0165-1781/© 2015 Elsevier Ireland Ltd. All rights reserved.

trauma in BPD may account for the lack of congruent results
(Amad et al., 2014). Noradrenergic genes may be good candidates
to explore gene-environment interactions, since the nora-
drenergic system is one of the effectors of the stress response and
has been related to childhood trauma (De Bellis et al., 1994; Liu
et al., 2000). Furthermore, COMT's polymorphisms and stressful
experiences have been associated with BPD (Wagner et al., 2010a;
Wagner et al., 2010b).

The aim of this study was to investigate the contribution of
variants within noradrenergic genes to BPD risk, and to explore
the possible modulating effect of childhood trauma on this
contribution.

2. Methods

A sample of 481 BPD subjects and 442 controls was recruited
between 2002 and 2013 in BPD units from three Spanish hospitals.
All participants were Caucasians of European descent from the
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same geographic area.

Inclusion criteria for the BPD group were: BPD diagnosis ac-
cording to the Spanish versions of the Structured Clinical Interview
for DSM-1V Axis II Disorders (SCID-II) (Gémez-Beneyto et al., 1994)
and the Revised Diagnostic Interview for Borderlines (DIB-R)
(Barrachina et al., 2004); no current episode of Axis I disorders;
and no severe physical conditions. This group included mainly
females (84%), with a mean age of 30 years (S.D.: 7.3), and a clinical
profile of moderate severity according to DIB-R total score.

A subgroup of the BPD sample (N=154) filled in the self-ad-
ministered Childhood Trauma Questionnaire - Short Form (CTQ-
SF) (Bernstein et al., 2003). Trauma was classified as present if
severity was at least moderate (i.e. cut-off scores of > 8 for sexual
abuse, > 10 for physical abuse, > 13 for emotional abuse, > 10 for
physical neglect, and > 15 for emotional neglect). Nearly 75% of
these subjects reported childhood trauma.

Controls were blood donors from the general population

02
01 1

(N=364), and included 82% of females with a mean age of 53.5
years (S.D.:18.6).

This sample has a total statistical power of >95% to detect
genetic associations with a moderate genetic effect (O.R. >2) and
45-95% to detect associations with a small (w=0.1) or moderate
(w=0.3) effect size, respectively, for childhood trauma compar-
isons (alpha=0.05).

This study was approved by the Clinical Research Ethics Com-
mittee of the collaborating hospitals and followed the principles in
the Declaration of Helsinki. The participants gave informed con-
sent to participate and received no retribution.

Forty polymorphisms (SNPs) in four noradrenergic genes were
selected using the HapMap programme (www.hapmap.org) and
the parameters r?’=0.80 and MAF=0.05 (ADRB2: 151042717,
rs1801704; COMT: rs4633, rs4680, rs740601, rs165774, rs174696,
rs737865, r1s933271, rs4646316, rs5993882, rs9332377; DBH:
rs77905, rs129882, rs7851898, rs1541332, rs1611125, rs2007153,

BPD(-)
M BPD (+)

Fig. 1. (A) Significant single marker comparisons between subjects with BPD and controls. (B) Distribution of allelic frequencies in BPD patients with history of trauma
(BPD+), patients without (BPD-), and controls. Only significant differences are represented.
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rs2283124, 152519143, 152797851, 152797853, 153025382,
rs3025388; SLC6A2: rs5568, 1rs5569, rs15534, rs36020, rs36021,
rs36023, 1536024, 1540147, 1541154, 1547958, 151800887,

151814270, rs1861646, rs2242447, rs17307291, rs3785151). Geno-
typing was performed using real-time PCR technology and Taq-
man Custom open arrays. All but three of the investigated poly-
morphisms (SLC6A2 1540147, DBH 157851898, and ADRB2
rs1801704) were in Hardy-Weinberg equilibrium. Genotyping
calling rates were > 95% across SNPs.

Chi-square and regression analyses were performed for the
single marker analyses comparisons, and Bonferroni corrections
were used to adjust for multiple analyses. Analyses were con-
ducted using SPSS (IBM, v20.0) and Epilnfo v7.0.8.3. Phased (using
the E-M algorithm) haplotype analyses were performed using
PLINK version 1.07 (Purcell et al., 2007).

3. Results

Comparisons between patients and controls revealed associa-
tions between variants in the genes COMT (rs5993882-G,
p=0.006), DBH (rs77905-G, p=0.04; rs2283124-T, p=0.05) and
SLC6A2 (rs1814270-C, p=0.02) and risk of BPD (Fig. 1). The minor
frequency alleles had a protective effect in all significant associa-
tions (O.R. < 1). Haplotype combinations of COMT (TATGTACCGC)
and DBH (GCGGTITGGCAG) variants were also associated with
BPD (p=0.03 and p=0.05, respectively).

When dividing the sample into 3 groups-BPD patients with
childhood traumas (BPD+), BPD patients without childhood
traumas (BPD-) and controls-clearer associations were observed
between COMT and DBH variants and risk of BPD (Fig. 1). The COMT
1s5993882-G and rs933271-C rare variants were more frequent in
controls than in BPD- and BPD+ (p <0.05 for all comparisons,
except rs933271 for emotional neglect). DBH rs77905-G was less
frequent in BPD+ than in BPD- and controls for each type of
childhood trauma (p <0.05). SLC6A2 rs1814270-C was less fre-
quent in subjects with BPD with and without physical neglect
(p=0.04). Haplotype combinations of COMT, SLC6A2 and DBH were
also associated with BPD (data provided on request). None of these
findings remained statistically significant after Bonferroni correc-
tions (correction factor=40 SNPs x 2 step analyses=_80).

4. Discussion

The results of the present study suggest the involvement of the
noradrenergic system in the development of BPD, in combination
with environmental factors.

Variants in the COMT, DBH and SLC6A2 genes were associated
with risk of BPD, although the statistical significance disappeared
after restringent Bonferroni corrections. The conservative nature
of Bonferroni corrections, the moderately large sample size and
the biological plausibility of the findings suggest that they could
be true. However, they should be consider with caution because of
the absence of significance after Bonferroni corrections. These
proteins have an important role. COMT is involved in catechola-
mines' degradation, DBH performs the transformation of dopa-
mine into noradrenalin, and SLC6A2 is a transporter responsible
for the reuptake of extracellular neurotransmitters. Functional
polymorphisms within these genes can lead to changes in nora-
drenalin brain levels, and to characteristic BPD symptoms such as
affective dysregulation or suicidal behaviour (Skodol et al., 2002).
None of the involved polymorphisms (COMT rs5993882-G, DBH
1s77905-G and rs2283124-T, and SLC6A2 rs1814270-C) have been
previously investigated in BPD. A replication of these results is
mandatory to confirm their implication in this aetiology. Our

results show that, except for the DBH rs2283124-T, the association
of these polymorphisms with BPD may be modulated by childhood
trauma. The modulation of the association between these genes
and BPD by early stressful experiences may be due to the in-
volvement of the noradrenergic system in the stress response and
its vulnerability to early stress.

We did not replicate the association between the COMT Met/
Met genotype and BPD previously reported (Tadi¢ et al., 2009;
Lazzaretti et al., 2013) but agree with the negative results of Ne-
moda et al, (2010). Nevertheless, we found other variants
(rs933271 and 1rs5993882) associated with risk, further con-
tributing to the hypothesis of the involvement of COMT in BPD.

This study has several limitations. First, data about childhood
maltreatment was not collected in all participants nor in controls,
so we were only able to do an assessment of the modulator effect
of childhood traumas rather than a direct study of their con-
tribution to BPD. Furthermore, this data was retrospectively self-
reported, and may be subject to bias. Second, none of the reported
findings survived Bonferroni corrections and need to be replicated
in independent studies. However, the most significant results
would have survived a less restrictive correction considering all
the SNPs within a gene as non-independent events.

In summary, our results provide new data suggesting a possible
contribution of noradrenergic genetic variants to BPD pathogen-
esis under the modulating effect of childhood trauma. If they are
replicated in independent samples, they will contribute their bit to
the understanding of the complex biological basis underlying BPD.
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The hypothalamus-pituitary-adrenal axis (HPA) is essential in the regulation of stress responses.
Increased methylation of the promoter region of the glucocorticoid receptor gene (NR3C1) has been
described both in subjects with history of childhood trauma and in patients with Borderline Personality
Disorder (BPD). However, no data on the possible association between a higher methylation of this gene
and clinical severity is available. The aim of this study was to evaluate the association between NR3C1
methylation status, the history of childhood trauma, and current clinical severity in subjects with BPD. A

I;{ﬁﬁ; personality disorder sample of 281 subjects with BPD (diagnosed by SCID-II and DIB-R semi-structured diagnostic interviews)
Genetics was recruited. Clinical variables included previous hospitalizations, self-injurious behavior, and self-
Epigenetics reported history of childhood trauma. DNA was extracted from peripheral blood. The results indicated
Methylation a significant positive correlation between NR3C1 methylation status and childhood maltreatment (spe-

cifically physical abuse). In addition, a positive correlation between methylation status and clinical
severity (DIB-R total score and hospitalizations) was observed. These findings suggest that NR3C1
methylation in subjects with BPD may be associated not only with childhood trauma but also with
clinical severity, adding new evidence to the involvement of gene-environment interactions in this
disorder.

Glucocorticoid receptor gene
Childhood trauma

© 2014 Elsevier Ltd. All rights reserved.

1. Introduction

The hypothalamus-pituitary-adrenal axis (HPA) (Nemeroff,
1999) is among the most important biological systems involved
in the regulation of response to stress. Activation of this axis leads
to the secretion of glucocorticoids from the adrenal cortex via the
release  of corticotrophin-releasing factor (CRF) and
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adrenocorticotropin (ACTH). This system is regulated by the action
of circulating glucocorticoids on glucocorticoid receptors in corti-
colimbic structures such as the hypothalamus or hippocampus.
Early life stress has been associated with changes in HPA axis
function in both preclinical and clinical studies (Heim and
Nemeroff, 2001; Carpenter et al., 2007). This vulnerability of the
HPA axis to early stress, together with its involvement in stress
response, has prompted research into the role of this axis in
Borderline Personality Disorder (BPD), especially because BPD is
believed to be the result of an interaction between biologically-
based temperamental vulnerabilities and stressful experiences in
childhood (Linehan, 1993; Zanarini and Frankenburg, 1997;
Beauchaine et al, 2009; Crowell et al, 2009). Most of the
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published evidence indicates that BPD is characterized by HPA axis
hyperactivity and reduced feedback sensitivity, although some
studies have shown contradictory results (for a review, see
Wingenfeld et al., 2010).

The influence of environmental factors on biological processes
might occur through epigenetic mechanisms such as DNA
methylation, which inhibits transcription and reduces gene
expression. Methylation of HPA axis genes may disrupt the proper
functioning of the HPA axis. Epigenetic research on this axis has
focused primarily on the glucocorticoid receptor (GR) since the
methylation pattern of its promoter region has been linked to early
stressful events in rats (Weaver et al., 2004). In humans, methyl-
ation of the promoter region of the GR gene (named NR3C1) is re-
ported to be higher in children exposed to maternal stress during
pregnancy (Oberlander et al., 2008; Radtke et al., 2011; Mulligan
et al., 2012; Hompes et al., 2013), in victims of childhood trauma
(McGowan et al., 2009; Labonte et al., 2012; Tyrka et al., 2012;
Perroud et al., in press), in subjects with BPD (Dammann et al.,
2011) and in subjects with BPD and history of childhood trauma
(Perroud et al., 2011). While most of the aforementioned studies
obtained DNA from peripheral blood, two (both from the same
research group) obtained DNA from brain tissue samples
(McGowan et al., 2009; Labonte et al., 2012). Those two studies
found that suicide victims with a history of childhood trauma had
higher levels of NR3C1 methylation in the hippocampus compared
to victims without such trauma and with control subjects.

To date, research on NR3C1 methylation in BPD is scant.
Dammann et al. (2011) compared 26 patients with BPD to 11
healthy controls to assess differences in the methylation pattern of
NR3C1 (and other neuropsychiatric genes). Those authors found
that mean NR3C1 methylation levels were significantly higher in
BPD subjects than in the controls. Perroud et al. (2011) evaluated
the association between childhood maltreatment and increased
methylation of the NR3C1 gene promoter in a sample of 101 sub-
jects with BPD, 99 subjects with major depressive disorder (MDD),
and 15 subjects with MDD and comorbid post-traumatic stress
disorder (PTSD). Results of that study showed a positive correlation
between sexual abuse, the severity of that abuse, the number of
different types of maltreatment, and NR3C1 methylation. In the BPD
group, both sexual abuse and physical neglect, as well as the
number of types of abuse and neglect, were associated with higher
methylation levels. Moreover, BPD subjects without childhood
maltreatment had higher NR3C1 methylation levels than MDD
subjects, suggesting that BPD could be, per se, linked to an increased
methylation status.

In summary, data from these studies suggest that subjects with
BPD who have suffered childhood trauma may have higher NR3C1
methylation levels than those who have not. Moreover, taking into
account that both specific kinds of childhood trauma (Martin-
Blanco et al., 2014) and dysfunctions of the HPA axis have been
linked to BPD severity (Carrasco et al., 2007), maybe the methyl-
ation status of NR3C1 is also associated with the severity of this
disorder. Therefore, the aim of the present study was to evaluate
whether an association exists between NR3C1 methylation status in
a sample of subjects with BPD and the patients' history of childhood
trauma and current clinical severity. Based on previous research,
we hypothesized that both factors would be associated with higher
methylation levels.

2. Materials and methods
2.1. Participants

A sample of 281 subjects with BPD was recruited from 3 hos-
pitals with specific BPD units (Hospital de la Santa Creu i Sant Pau,

Hospital Universitari de la Vall d'Hebron and Hospital de Igualada).
Inclusion criteria consisted of: (a) diagnosis of BPD according to
DSM-IV criteria, assessed through two semi-structured diagnostic
interviews: the Spanish validated versions of both the Structured
Clinical Interview for Diagnostic and statistical manual of mental
disorders-IV (DSM-IV) Axis II Disorders (SCID-II) (Gomez-Beneyto
et al., 1994) and the Revised Diagnostic Interview for Borderlines
(DIB-R) (Barrachina et al., 2004); (b) no current episode of any Axis I
disorder according to DSM-IV criteria, including substance depen-
dence; (c) no severe physical conditions such as organic brain
syndrome, neurological disease or mental deficiency; and (d) being
Caucasian of European descent. Experienced psychiatrists carried
out a clinical interview to collect sociodemographic and clinical
variables including age, sex, marital status, educational level,
employment status, current pharmacological treatment, past epi-
sodes of axis I disorders, previous hospitalizations, and self-
injurious behaviour (self-mutilation and suicide attempts). The
participants also completed the Childhood Trauma Questionnaire
(CTQ-SF) (Bernstein et al., 2003), a self-reported questionnaire
designed to assess traumatic experiences in childhood.

This study was approved by the Clinical Research Ethics Com-
mittee of the 3 collaborating hospitals and the study design fol-
lowed the Declaration of Helsinki principles. All the participants
gave informed consent to participate in the study and no
compensation was given for participation.

2.2. Assessment instruments

- Structured Clinical Interview for DSM-1V Axis Il Personality Disor-
ders (SCID-II) (Gomez-Beneyto et al., 1994): SCID-II is a semi-
structured interview to assess personality disorders according
to DSM-IV criteria. The instrument has shown an adequate
inter-rater reliability and a fine discrimination among the Axis I
personality disorders. We used the validated Spanish version.
Revised Diagnostic Interview for Borderlines (DIB-R) (Barrachina
et al., 2004): DIB-R is a semi-structured interview to diagnose
BPD within the last two years. This instrument has shown good
psychometric properties. We used the validated Spanish
version.

Childhood Trauma Questionnaire - Short Form (CTQ-SF)
(Bernstein et al., 2003): The CTQ is a questionnaire designed to
retrospectively assess childhood abuse and neglect. The short
version (CTQ-SF) was developed by means of exploratory and
confirmatory analyses of the 70 original CTQ items, and its
validity in clinical and non-referred populations as a screening
tool for maltreatment histories in childhood has been tested.
The 28 items on the CTQ-SF are rated on a 5-point, Likert-type
scale ranging from Never True to Very Often True. This ques-
tionnaire is divided into five clinical subscales: sexual, physical,
and emotional abuse, as well as physical and emotional neglect.

2.3. Procedure

Blood samples were systematically collected from the subjects
upon admittance to the unit. Genomic DNA was extracted from
peripheral leukocytes by using the salting out procedure (Autopure,
Qiagen) (Miller et al., 1989). We used the same protocols of blood
collection, DNA extraction and storage for all the samples in this
study in order to avoid variability when measuring methylation (Wu
et al, 2011). As in previous studies (Perroud et al., 2011), DNA
bisulphite treatment and PCR amplification were performed by
means of EpiTech Bisulfite kit and the PyroMark PCR kit (Qiagen)
respectively, following the manufacturer recommendations. Finally,
pyrosequencing was performed in a PyroMark Q24 (Qiagen).
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2.4. Structure of the NR3C1 gene

The glucocorticoid receptor gene (NR3C1) is located on chro-
mosome 5q31-q32 (Hollenberg et al., 1985—86). It has a complex
structure since it contains 8 translated exons (2—9), 9 untranslated
alternative first exons (1A-11) in the 5’ region, and 3 splice variants
with different functions (GRa, GRB and GR-P) in the 3’ region
(Fig. 1). In the 5’ region, the alternative exons 1A and 11 are located
in the distal promoter region, whereas the rest are located in the
proximal promoter region. These alternative first exons provide a
differential tissue distribution (e.g. 1A is highly expressed in the
immune system and 1F in hippocampus) (Turner et al., 2010).

Most of the NR3C1 methylation studies conducted to date in the
field of psychiatry have focused on exon 1F, which is the homolog of
exon 17 in rats (Turner and Muller, 2005). The exon 17 promoter
contains a binding site for the nerve growth factor-inducible pro-
tein A (NGFI-A), a protein reported to be highly expressed in the
hippocampus of the offspring of caring mothers (McCormick et al.,
2000). This maternal attitude has also been associated with an
increased expression of the mRNAs containing this exon and with a
reduced methylation pattern of this exon (IMicCormick et al., 2000;
Weaver et al., 2004). For this reason, research in humans has
focused on the homolog exon. Exon 1F also has a binding site for
NGFI-A, and it is highly expressed in human hippocampus (Turner
and Muller, 2005). Following the work of previous studies, we
analyzed exon 1F of NR3C1 (Oberlander et al., 2008; McGowan
et al, 2009; Perroud et al., 2011), and specifically studied the
methylation pattern of eight CpG sites following the protocol
described by Perroud et al. (2011) (Fig. 2), since they also studied a
BPD sample. These eight CpG islands correspond to CpG 6-13
described by Oberlander et al. (2008) but do not contain the
binding site for NGFI-A, which is thought to be located 36 to 43
nucleotides upstream CpG1 of our study (Oberlander et al., 2008).

2.5. Statistical analysis

All analyses were performed with the SPSS 18.0 software
package for Windows and all hypotheses were tested with a two-
sided significance level of 0.05. The mean methylation percentage
of the eight NR3C1 CpG sites was used as the main variable to
evaluate methylation status, although methylation of each indi-
vidual CpG site was also considered.

Associations between demographic variables — including age,
gender, marital status (stable partner yes/no), educational level
(primary, secondary or superior studies), employment status (cur-
rent employment yes/no), and current pharmacological treatment
(yes/no) — and NR3C1 methylation status were studied by means of
Pearson correlation and ANOVA so as to identify potential cova-
riates to be included in the regression model (see Supplementary
data Table 1). The only significant association (p < 0.05) was with
employment status.

Linear regression (LR) models were carried out to evaluate the
association between NR3C1 methylation status and childhood
trauma and clinical severity (i.e., DIB-R total score, self-injurious
behavior and previous hospitalizations). A first LR model was
created to evaluate the association between methylation and
childhood trauma. In that model, the mean methylation percentage
was included as dependent variable and all CTQ-SF subscales scores
(i.e., emotional abuse, physical abuse, sexual abuse, emotional
neglect, physical neglect, and total CTQ-SF score) and employment
status as a confounding variable were included as independent
variables. Each CpG site was separately analyzed with the same
regression model. A second LR model was used to study the asso-
ciation between methylation and clinical severity. In this second
model, DIB-R total score, self-injurious behavior, previous hospi-
talizations and employment status as a confounding variable were
included as independent variables. Again, each CpG site was also
separately analyzed. Finally, a third LR model combining both
childhood maltreatment and clinical severity was conducted to
study the association between average methylation as dependent
variable and those significant types of childhood trauma and clin-
ical severity variables as independent factors. Employment status
was also included in the model as an independent variable. Given
the exploratory nature of this study, p values under 0.05 were
deemed significant and taken into consideration for the interpre-
tation of linear regressions' results, and Bonferroni corrections for
multiple comparisons were not applied.

3. Results
3.1. Demographics and clinical characteristics

Demographics, clinical characteristics and CTQ-SF scores are
summarized in Table 1. The study sample consisted main of female

Fig. 1. Schematic representation of the GR gene (modified from Turner et al., 2010). Untranslated alternative first exons (1A-11), translated exons (2—9) and splice variants (GRa, GRf

and GR-P) are shown.
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Fig. 2. Schematic representation of the NR3C1 5’ regulatory region (modified from Perroud et al., 2011). The full exon 1F region is underlined. CpGs analyzed are encircled and in

order from CpG1 to CpG8.

patients (85%), with a mean age of 29 years. Only a third of the
sample had a stable partner and/or job, and the more frequent
educational level was secondary studies. Although the subjects had
no current episodes of any axis I disorder, according to medical
history past comorbidity was high with substance misuse (55.1%),
anxiety disorders (46.7%), affective disorders (35.6%), and eating
disorders (28.9%). Based on DIB-R scores, self-injurious behavior,
and previous hospitalizations, the clinical profile of the sample was
moderate to severe BPD. According to the CTQ-SF, 73% of the sub-
jects reported some kind of childhood abuse or neglect.

Potential gender differences were analyzed for methylation status
(average methylation), CTQ-SF subscales' scores and clinical severity.
There were no significant differences between males and females for
these variables (see Supplementary data Table 2, Figs. 1 and 2).

A figure showing the data on percentages of methylation
(average and each individual CpG site) can be found in
Supplementary data (Fig. 3).

3.2. Association between NR3C1 methylation and childhood trauma
in BPD

Table 2 summarizes all LR analyses for NR3C1 methylation
(overall mean and each CpG site). These analyses showed a

Table 1
Demographic and clinical characteristics of BPD subjects.

BPD sample (N = 281)

Patient demographics

Age [years] mean (SD) 294 (7)
Sex [female] n (%) 239(85.1)
Stable partner n (%) 88(31.3)
Educational level n (%)
Primary studies 91 (324)
Secondary studies 143 (50.9)
Superior studies 47 (16.7)
Current employment n (%) 82(29.1)
Clinical characteristics
DIB-R [total score] mean (SD) 73(1.2)
Self-injury n (%) 145 (51.6)
Hospitalizations n (%) 120 (42.7)
Pharmacological treatment n (%) 247 (87.9)
Childhood trauma-related variables
CTQ-SF scores mean (SD)
Emotional abuse 14.18 (6.1)
Physical abuse 8.17 (4.5)
Sexual abuse 8.94 (5.5)
Emotional negligence 13.89(5.3)
Physical negligence 7.94 (3.4)
CTQ-SF Abuse total 31.3(13.1)
CTQ-SF Negligence total 21.8(7.9)
CTQ-SF total 53.14 (194)

Moderate-severe trauma n (%)

Emotional abuse 174 (61.9%)

Physical abuse 70 (24.9%)
Sexual abuse 119 (42.3%)
Emotional negligence 125 (44.5%)

Physical negligence 65 (21.1%)

Abbreviations: BPD = Borderline Personality Disorder; DIB-R = Diagnostic Interview
for Borderlines — Revised; CTQ-SF = Childhood Trauma Questionnaire — Short Form.

significant positive correlation between NR3C1 methylation status
and childhood maltreatment, but with a small effect size. The as-
sociation was specifically with physical abuse (8§ = 0.06), and a
trend towards significance was seen for emotional neglect
(p = 0.08). Absence of employment was also associated with a
higher NR3C1 methylation. When each CpG site was evaluated
individually, only CpG 1, 2 and 3 showed a significant association
with physical abuse, emotional neglect and absence of employ-
ment. Methylation at CpG6 was associated with emotional abuse
and absence of employment. No association was found between
NR3C1 methylation and general severity of childhood trauma (total
CTQ-SF score).

3.3. Association between NR3C1 methylation and clinical severity
in BPD

A summary of all LR analyses for NR3C1 methylation (overall
mean and each CpG site) and clinical stressful factors is shown in
Table 3. The LR analyses showed a significant positive correlation
between overall NR3C1 methylation status and clinical stressful
factors (DIB-R total score: § = 0.18, self-injury: § = 0.35, and pre-
vious hospitalizations: § = 0.36). Absence of employment was also
associated with a higher mean methylation (§ = 0.43). When each
CpG site was evaluated individually, DIB-R scores were associated
with CpG sites 2, 5, 7, and 8, self-injury with CpG sites 3, 4, 5, and 8,
previous hospitalizations with CpG sites 2, 3, and 8, and absence of
employment with CpG sites 2, 3, 6, 7, and 8.

3.4. Combined model of the association of childhood maltreatment
and clinical severity with NR3C1 methylation in BPD

Table 4 shows the results of the LR model studying the associ-
ation between NR3C1 methylation and those factors significantly
associated with methylation in previous analyses. The combined
model was statistically significant and explains 16% of the variance.
According to this model, the variables significantly associated with
an increased methylation were physical abuse, DIB-R total score
and previous hospitalizations.

4. Discussion

The aim of this research was to evaluate the association between
NR3C1 methylation status, childhood trauma, and clinical severity
of BPD. The findings showed that higher methylation levels were
associated with physical abuse, DIB-R total score and previous
hospitalizations, although the effect sizes of these associations
were small.

Regarding the relationship between NR3C1 methylation and
childhood trauma, an association was found with physical abuse,
and emotional neglect showed a trend towards significance. This
finding is in line with previous research, such as that by Perroud
et al. (2011), who also found an association between an increased
methylation of this gene and childhood trauma in subjects with
BPD, although in that study the association was with sexual abuse,
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Table 2

Linear regression analyses for methylation status (overall mean and for each CpG site) according to CTQ-SF subscales and employment status.

Dependent variable = Regression model Independent variables

% NR3C1 methylation

Emotional abuse Physical abuse Sexual abuse Emotional neglect Physical neglect Total CTQ-SF Current employment

Average R?=0.10 ns. 8=0.06 ns.
p = 0.022 p = 0.009

CpG 1 R?> =020 ns. 8=0.07 ns
p = 0.001 p = 0.004

CpG 2 R> =024 ns. 8=0.12 ns.
p < 0.001 p < 0.001

CpG3 R>=0.13 ns. 8=0.07 ns.
p = 0.005 p = 0.002

CpG 4 n.s. n.s. n.s. ns.

CpG 5 n.s. n.s. n.s. ns.

CpG 6 R?>=0.10 8=-0.05 ns. ns.
p = 0.007 p=0.019

CpG7 n.s. n.s. n.s. ns.

CpG 8 n.s. n.s. n.s. ns.

8 =0.04 ns ns 6 =-048
p=0.08 p=0.04
8 =0.06 n.s. n.s. 6=-041
p =0.002 p=003
8 =0.10 n.s. n.s. 6 =-081
p <0.001 p = 0.002
8 =0.05 n.s. n.s. 6=-043
p=0015 p=0039
ns. ns. ns. ns.
ns. ns. ns. ns.
ns. ns. ns. 6=-071
p=0018
ns. ns. ns. ns.
ns. ns. ns. ns.

Abbreviations: CTQ-SF : Childhood Trauma Questionnaire — Short Form; n.s.: non-significant; R?: variance explained by the model; 8: standardized Beta; p: p-value.

physical neglect, and repetition of abuses. Other authors directly
investigated brain tissue (McGowan et al., 2009; Labonte et al.,
2012) and have found this same association in subjects without
BPD. In those studies, increased methylation was observed not only
in exon 1F, but also in exons 1B, 1C and 1H, which are highly
expressed in the hippocampus. This increase in methylation
correlated with a reduced expression of NR3C1 mRNA. All these
data strongly support an association between childhood trauma
and increased NR3C1 methylation. This association is also
congruent with the assumption of childhood trauma as the main
environmental factor involved in BPD development, which is sup-
ported by retrospective and prospective studies (Zanarini, 2000;
Widom et al., 2009). The discordance between our study and pre-
vious data in the type of childhood trauma that associates with
higher NR3C1 methylation, suggests that it is the magnitude of the
impact, rather than the kind of trauma, which influences this gene
methylation status in BPD. This hypothesis is supported by the
observation that NR3C1 methylation levels in BPD patients increase
according to the number of different types of trauma (Perroud et al.,
2011). However, this discordance may also be explained by differ-
ences between studies in sample's characteristics. In comparison
with that from Perroud and colleagues' study, our sample had a
higher percentage of male subjects, no current axis I disorders, and
a lower percentage of subjects exposed to childhood trauma.
Moreover, it is unknown if both samples also differ in factors which
may have an influence on methylation state, such as socio-
economic status, clinical severity, smoking habit or diet
(McGowan et al., 2008; Terry et al,, 2011; Zeilinger et al., 2013).
When analyzing each CpG site individually, both types of childhood
trauma (physical abuse and emotional neglect) were associated
with increased methylation at CpG 1, 2 and 3, and emotional abuse
was associated to increased methylation at CpG6. These results are
not consistent with previous data on adults exposed to childhood
trauma, although the scarce available information and the different
sample characteristics may explain the inconsistencies. For
instance, Tyrka et al. (2012) studied a group of healthy adults and
found an association of childhood trauma with greater methylation
at specific sites which have not been analyzed in our study, but did
not find any association with the sites we have analyzed (CpG 6 to
13 from their study correspond to CpG 1 to 8 from ours). McGowan
et al. (2009) also found significant associations between childhood
abuse and higher methylation at 2 CpGs from the 38 analyzed, none
of which correspond to our CpGs. Finally, Perroud et al. (2011) re-
ported an association between the number of types of abuse and
neglect and all CpGs (except CpG1) in the whole sample, which was
composed of subjects with BPD, MDD and PTSD; however, no data

on associations with specific types of childhood trauma and specific
CpG sites were reported in the BPD sample (Perroud et al., 2011).
Therefore, more studies are needed to elucidate if some CpG are
more related to childhood trauma than others or if it is the mean
methylation percentage what really affects gene's transcription.

In terms of NR3C1 methylation and clinical severity, our results
showed a significant association with DIB-R total score, self-
injurious behaviour and previous hospitalizations. Although the
design of this study does not allow to draw conclusions on cau-
sality, this association may be explained in two opposite ways. The
first explanation would be that not only early but also current
stressful events may influence NR3C1 methylation. Previous studies
show contradictory results on this subject. While stressful life
events in adolescence have been reported to be independently
associated with NR3C1 methylation (van der Knaap et al., 2014)
other stressful situations like war stress (Mulligan et al., 2012) and
intimate partner violence (Radtke et al., 2011) have not shown such
association. Recent research supports the notion that methylation,
rather than being an unalterable process, is subject to constant
modulation by environmental factors such as pharmacological
treatment, psychotherapy, diet, or smoking habit (Jaenisch and
Bird, 2003; McGowan et al., 2008; Perroud et al., 2013b; Yehuda
et al,, 2013; Zeilinger et al., 2013). However, whether this plas-
ticity is applicable to all genes is unknown, and some studies sug-
gest otherwise. For instance, while methylation status of BDNF and
FKBP5 are modifiable with psychotherapy, no changes are seen in
NR3C1 (Perroud et al., 2013b; Yehuda et al., 2013). This agrees with
the hypothesis that the vulnerability period for changes in NR3C1
methylation is confined to early life, and these epigenetic marks
may persist into adulthood and influence vulnerability for psy-
chopathology through effects on HPA axis activity (e.g., McGowan
et al., 2009; Meaney and Ferguson-Smith, 2010; Murgatroyd and
Spengler, 2011; Tyrka et al., 2012; Yehuda et al., 2013). This leads to
the second explanation to our findings, which is that those subjects
with a higher NR3C1 methylation may have an increased vulnera-
bility to psychopathology and therefore to clinical severity.
Although in the specific case of NR3C1 most of the data published to
date points to this last hypothesis, in our sample the CpG islands
associated with clinical severity are different from those associated
with childhood trauma, so maybe these are independent processes.
Thus, the stability or variability of the epigenetic mark on NR3C1
has yet to be clarified. With regard to the association between self-
injurious behaviour and NR3C1 methylation, the loss of significance
when applying the combined model suggests that this factor is not
independently associated with an increased methylation. This
would be in accordance with previous studies, both in BPD and in
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Table 3

Linear regression analyses for methylation status (overall mean and for each CpG site) according to clinical severity (DIB-R total score, self-injurious behaviour and previous

hospitalizations) and employment status.

Dependent variable Regression model

Independent variables

% NR3C1 methylation

DIB-R total score Self-injury Previous hospitalization Current employment

Average R*=0.13 6=0.18 6=035 6 =036 6=-043
p < 0.001 p = 0.003 p = 0.022 p =0.022 p = 0.008

CpG 1 ns. n.s. n.s. ns n.s.

CpG 2 R?>=0.10 6 =024 ns. 6 =0.46 6 =-048
p = 0.002 p = 0.004 p =0.027 p =0.027

CpG 3 R?>=0.12 n.s. 6=033 6 =052 6 =-036
p = 0.001 p = 0.041 p = 0.002 p =0.035

CpG 4 R?> =003 ns. 8=054 ns ns.
p=0.033 p=0.033

CpG 5 R?> =0.09 6 =020 6 =050 ns ns.
p=0.010 p = 0.025 p = 0.025

CpG6 R?> =0.09 ns. ns. ns 8=-055
p = 0.005 p =0.009

CpG 7 R?>=0.10 6 =030 ns. ns 6 =-0.58
p = 0.005 p = 0.004 p =0.042

CpG 8 R>=0.11 6=0.19 6 =041 6 =039 6 =-045
p = 0.003 p=0.011 p=0.034 p =0.044 p =0.024

Abbreviations: DIB-R : Diagnostic Interview for Borderlines — Revised; n.s.: non-significant; R?: variance explained by the model; §: standardized Beta; p: p-value.

the general population (McGowan et al., 2009; Perroud et al., 2011;
Labonte et al., 2012), which have failed to find such an association.
A similar explanation could be applied to the employment status,
which also loses statistical significance in the combined model. In
fact, subjects with a higher clinical severity are expected to have
poorer occupational functioning.

Even though childhood trauma and clinical severity were
associated with increased NR3C1 methylation in subjects with BPD,
these factors only accounted for 16% of the variance. This suggests
that other variables not evaluated in the present study (e.g.,
smoking habit or diet) may also influence NR3C1 methylation.

Despite the interesting results of this study, it is important to
point out several limitations. First, the alpha level of p < 0.05 were
deemed significant given the exploratory nature of the study,
however this could increase Type I errors. Second, methylation was
evaluated in peripheral blood cells, and it is not clear if this actually
reflects what happens in the brain. Several studies have reported a
higher variability in methylation patterns across tissues or even
across the different cell types that conform peripheral blood
(Davies et al., 2012; Lam et al, 2012); however, concordant
methylation alterations in brain and blood in neuropsychiatric
diseases have also been shown (Masliah et al., 2013). The inacces-
sibility of cerebral tissue has led to use peripheral blood in the
study of epigenetics of psychiatric disorders, but results should be
approached with caution until this issue is clarified. In spite of this,
the concordance with studies in brain tissue strengthens our
findings. Third, exon 1F of NR3C1 contains other CpG islands which
have not been analyzed, such as those corresponding to NGFI-A
binding site. Fourth, we have not assessed whether these distur-
bances in methylation patterns correlate with changes in levels of

Table 4

Linear regression analysis for methylation status (average methylation) as depen-
dent variable and those significant CTQ-SF subscales scores and clinical variables as
independent variables.

R? p B p
Regression model 0.16 0.004
Independent variables
Physical Abuse 0.05 0.032
DIB-R score 0.23 0.006
Previous hospitalization 0.41 0.05

Note: R?: variance explained by the model; B: standardized Beta; DIB-R : Diagnostic
Interview for Borderlines — Revised; p: p-value.

GR's mRNA or protein. In fact, data from preclinical studies suggest
that the regulation of GR expression requires changes in all the
gene's promoters and not just in a single promoter (Freeman et al.,
2004). Finally, there are other important epigenetic mechanisms
involved in the regulation of GR expression that have not been
considered, such as histone methylation/acetylation or microRNA
(Turner et al., 2010). These limitations apply not only to the present
study, but also to previous research on DNA methylation in BPD. All
of these considerations, together with the fact that gene methyl-
ation is believed to be a dynamic process subject to influence by
numerous environmental factors, present important difficulties in
carrying out epigenetic studies in mental health.

In conclusion, our findings provide further evidence for the as-
sociation between childhood trauma and NR3C1 methylation in
subjects with BPD and open the way to study whether clinical
severity is the cause or consequence of an increased methylation of
this gene. Since there is increasing evidence for the involvement of
gene-environment interactions in the development of this disorder,
every small contribution on the study of epigenetics of this disorder
may be important to disentangle its etiology. Nevertheless, further
research is needed to confirm these findings and to assess the
correlation between disturbances in methylation patterns and
changes in HPA axis function.
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Supplementary Table 1. Gender differences on methylation status, childhood maltreatment,

and clinical severity.

Average methylation

mean (SD) p
Gender 0.49
Male 3.55
Female 3.66
Stable partner 0.36
No 3.50
Yes 3.63
Educational level 0.59
Primary studies 3.75(0.91)
Secundary studies 3.56 (0.95)
Superior studies 3.55(0.9)
Current employment 0.015*
No 3.75 (0.84)
Yes 3.37(1.02)
Pharmacological treatment 0.6
No 3.65 (0.74)
Yes 3.54 (0.98)

Abbreviations: p= p-value; *: statistically significant.

Supplementary Table 2. Gender differences on methylation status, childhood maltreatment,

and clinical severity.

Variables Males Females p
(n=42) (n=239)

Average Methylation mean (SD) 3.55(0.92) 3.66 (0.93) n.s
CTQ-SF total score 54.13 (16.0) 53.34 (20.03) n.s
CTQ-SF Emotional Abuse 13.74 (5.15) 14.31 (6.21) n.s
CTQ-SF Physical Abuse 9.55(5.2) 8.42 (4.75) n.s
CTQ-SF Sexual Abuse 7.13 (3.73) 8.65 (5.13) n.s
CTQ-SF Emotional Neglect 14.97 (5.32) 13.87 (5.58) n.s
CTQ-SF Physical Neglect 8.74 (3.22) 8.15(3.99) n.s
DIB-R total score 7.27 (1.23) 7.46 (1.26) n.s
Self-injury (%) 52.6% 55.4% n.s
Previous hospitalizations (%) 42.4% 43.8% n.s

Abbreviations: DIB-R = Diagnostic Interview for Borderlines — Revised; CTQ-SF = Childhood Trauma Questionnaire —
Short Form; n.s.: non-significant; p: p-value.



Supplementary Figure 1. Box-plot of the methylation status (average of methylation) by

gender.

104

% Average Methylation

o0

I 1
Male Female

Supplementary Figure 2. Scatter plot shows the relation between childhood maltreatment

(CTQ-SF total score) and NR3C1 methylation status (average methylation) by gender.
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Abbreviation: CTQ-SF = Childhood Trauma Questionnaire — Short Form.



Supplementary Figure 3. Methylation analysis of NR3C1 gene. Dot plots of average

methylation level and percentages of methylation of each CpG site in our sample are shown.

Median and interquartile range are also represented.
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ESTUDIO DE LA INTERACCION GEN-AMBIENTE EN EL TLP
DISCUSION GENERAL

En esta tesis se ha estudiado la implicacion de factores genéticos y ambientales en el TLP.
Basandonos en la hipdtesis de que alteraciones en genes de los sistemas de respuesta al estrés
del organismo conferirian una vulnerabilidad para desarrollar la enfermedad y que dicha
vulnerabilidad se veria modulada por los antecedentes de traumas en la infancia, se planted
como objetivo principal estudiar la asociaciéon entre genes del eje HHA y del sistema
noradrenérgico con el TLP y la posible modulacién de dichas asociaciones por la presencia de
traumas infantiles. Este objetivo se abordé en dos estudios (Estudio 2 y Estudio 3).
Previamente a la realizacion de estos dos estudios, y a modo exploratorio, nos parecio
interesante valorar si la interaccion entre factores bioldgicos de base genética y traumas en la
infancia se asociaba también con aspectos clinicos del trastorno, en concreto con la gravedad
(Estudio 1). Una vez desarrollados estos objetivos, y motivados por los recientes avances
cientificos en el campo de la genética en el TLP, evaluamos si el grado de metilacién de un gen
del eje HHA, el del GR, se asociaba con los antecedentes de traumas en la infancia y/o con la
gravedad del trastorno (Estudio 4). Asi, en la tesis se ha abordado desde diversas perspectivas
la relacion entre factores genéticos y ambientales en el TLP. A continuacidn se discutiran los

hallazgos obtenidos mas relevantes.

En el primer estudio quisimos hacer una aproximacién a la teoria de interaccion entre factores
bioldgicos y ambientales. Siguiendo la teoria biopsicosocial del TLP (Beauchaine et al., 2009;
Crowell et al., 2009; Zanarini & Frankenburg, 1997), segun la cual este trastorno resultaria de
la interacciéon entre vulnerabilidades temperamentales de base bioldgica y experiencias
adversas en la infancia, hipotetizamos que esta interaccion se asociaria también con la
gravedad del trastorno. Abordamos pues uno de los objetivos secundarios del estudio, que era
evaluar si existe asociacion entre los antecedentes de traumas en la infancia y la gravedad del
trastorno en sujetos con TLP, y si dicha asociacion estd mediada por los rasgos
temperamentales. Nuestros resultados confirmaron dicha hipédtesis, pues mostraron que la
interaccion entre el rasgo temperamental de neuroticismo-ansiedad y los antecedentes de
abuso emocional en la infancia se asociaba con la gravedad del TLP, de tal forma que el abuso
emocional se relacionaba con una mayor gravedad principalmente en aquellos sujetos con un
alto neuroticismo. Asi pues, el rasgo temperamental de neuroticismo actuaria como un
modulador de la asociaciéon entre historia de abuso emocional y gravedad del trastorno.
También vimos que este rasgo temperamental se asociaba con la gravedad del TLP
independientemente de los antecedentes traumaticos. Todo ello sugiere que el neuroticismo

seria un factor determinante en la gravedad del TLP, tanto de forma directa como a través de
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su interaccion con el abuso emocional. Este hallazgo concuerda con varios estudios que han
mostrado que las personas con un elevado neuroticismo que se ven expuestas a sucesos
vitales estresantes responden con emociones negativas mas frecuente e intensamente que los
sujetos poco neuréticos (Lahey, 2009) y con que un bajo neuroticismo sea un factor de buen
prondstico del TLP a largo plazo (Zanarini et al., 2006a). Ademas, el neuroticismo se ha
relacionado con la gravedad no sdélo en el TLP (Laporte et al., 2011), sino también en otros
trastornos psiquiatricos como la depresion (Brown, 2007), el trastorno disférico premenstrual
(Gingnell, Comasco, Oreland, Fredrikson, & Sundstrom-Poromaa, 2010) o la dependencia
endlica (Schwandt, Heilig, Hommer, George, & Ramchandani, 2013). Otro rasgo
temperamental que en nuestro estudio se asocié individualmente con la gravedad del TLP fue
la agresividad-hostilidad; a diferencia del neuroticismo, no obstante, no interaccionaba con el
abuso emocional. Segun el cuestionario que empleamos para evaluar los rasgos
temperamentales, el ZKPQ (Zuckerman—Kuhlman Personality Questionnaire; Zuckerman,
2002), la agresividad-hostilidad se define como “agresividad verbal, conducta grosera,
desconsiderada o antisocial, venganza, rencor, mal genio o impaciencia para con otros”, de
forma que este rasgo podria estar relacionado con la agresividad impulsiva tipica de los
pacientes con TLP y quizd por ello también con la gravedad del trastorno. Estos tres factores
(agresividad-hostilidad, neuroticismo-ansiedad y abuso emocional) explicaban el 30% de Ila
variancia en el modelo de regresién, lo que indica que habria otros factores relacionados con
la gravedad del TLP que no se evaluaron en nuestro estudio. La literatura al respecto es escasa.
Estudios posteriores a la publicacién de este primer estudio sugieren que también podrian
relacionarse con la gravedad de los sintomas del TLP factores parentales, como un exceso de
sobreproteccidon percibida (Schuppert, Albers, Minderaa, Emmelkamp, & Nauta, 2015), o
factores bioldgicos, como alteraciones del volumen de regiones amigdalares (Schienle,
Leutgeb, & Wabnegger, 2015) o mayores niveles de MAO-A en el cortex prefrontal y el

cingulado anterior (Kolla et al., 2014).

El resto de rasgos temperamentales evaluados (sociabilidad, actividad e impulsividad-
busqueda de sensaciones) no se relacionaron con la gravedad. Tampoco el resto de traumas
infantiles (abuso sexual y fisico, y negligencia fisica y emocional). Aunque a primera vista
sorprende, puesto que el abuso sexual, por ejemplo, si se habia asociado con la gravedad del
TLP en estudios previos (Lieb, Zanarini, Schmahl, Linehan, & Bohus, 2004), en los ultimos afios
algunos autores estan comenzando a considerar que el principal tipo de maltrato en el TLP

seria el abuso emocional (Hernandez et al., 2012; Kuo et al., 2015). Como en nuestro estudio,
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en que vemos que la relacidn entre este tipo de abuso y la gravedad del TLP estaria modulada
por el rasgo temperamental de neuroticismo, otros autores han descrito diferentes
moduladores de la relacidn, como las dificultades en la regulacién emocional (Kuo et al., 2015)

o la sensibilidad al rechazo (Chesin, Fertuck, Goodman, Lichenstein, & Stanley, 2015).

En resumen, nuestros datos apoyarian la implicacién de factores ambientales en conjunto con
rasgos temperamentales en la gravedad sintomatica del TLP. Estos rasgos temperamentales se
supone que tienen una base bioldgica determinada genéticamente (Zuckerman, 1991). De
hecho, estudios con gemelos han descrito una heredabilidad de entre el 40 y el 60% para los
modelos temperamentales psicobioldgicos (Cloninger, Przybeck, Svrakic, & Wetzel, 1994; Jang,
Livesley, & Vernon, 1996; Riemann, Angleitner, & Strelau, 2006), como el modelo de cinco
factores alternativo de Zuckerman (AFFM, del inglés Alternative Five Factor Model)
(Zuckerman, 1991) que empleamos en nuestro estudio. En base a esto, podriamos concluir que
nuestros datos apoyarian al menos en parte la implicacion de la interaccién entre factores
ambientales (traumas en la infancia) y genéticos (rasgos temperamentales) en la gravedad del

TLP.

En los siguientes dos estudios abordamos el objetivo principal de la tesis, que era identificar
asociaciones entre polimorfismos de genes de los sistemas de respuesta al estrés y el TLP, y
evaluar la posible modulacion de dichas asociaciones por los antecedentes de traumas en la
infancia. En total exploramos 87 variantes comunes en 14 genes, 10 del eje HHA (Estudio 2) y 4
del sistema noradrenérgico (Estudio 3). Nuestra hipotesis era que encontrariamos asociaciones
entre algunos de estos polimorfismos y el TLP, las cuales estarian moduladas por los
antecedentes de sucesos traumaticos en la infancia. Como discutiremos mas ampliamente a
continuacién, nuestros resultados apoyan esta hipdtesis aunque de una forma preliminar,
puesto que las asociaciones que encontramos no sobrevivieron a la correccidon por multiples
comparaciones de Bonferroni. Cabe decir que dicha correcciéon ha recibido criticas por ser
demasiado restrictiva (Perneger, 1998) y asume que todos los polimorfismos investigados son
sucesos independientes, cuando por el fendmeno de desequilibrio de ligamiento se sabe que
podria no ser asi. Al comparar las frecuencias de las variantes exploradas entre sujetos con TLP
y controles, en el caso del eje HHA vimos asociaciones con riesgo de TLP en el gen FKBP5
(rs4713902 y rs9470079), y con respecto al sistema noradrenérgico en los genes COMT
(rs5993882), DBH (rs77905 vy rs2283124) y SLC6A2 (rs1814270). Salvo para el polimorfismo

FKBP5 rs9470079, en el resto de casos la variante de menor frecuencia era significativamente
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mas frecuente en los controles que en los casos, con lo que tendria un efecto protector. Como
ya se ha comentado en la introduccion, el encontrar una asociacién entre un marcador y una
enfermedad es sugestivo de que, o bien dicho polimorfismo, o bien otro polimorfismo cercano
en el mismo gen, se asocian con la enfermedad. Por ello, podemos decir que nuestros
resultados sugieren la implicacion de estos genes en el TLP. El andlisis por haplotipos también
mostraba asociacion de polimorfismos de estos genes (a excepcion del gen SLC6A2), asi como
del gen CRHR1, con el TLP. En la mayoria de los casos, como estos genes no habian sido
estudiados con anterioridad en el TLP, no podemos comparar nuestros resultados con
hallazgos previos. El Unico polimorfismo que si se habia estudiado era el COMT rs4680, con
resultados contradictorios, pues en dos estudios se habia descrito una asociacidon entre la
variante Met/Met y el TLP (Tadic et al., 2009b; Lazzaretti et al., 2013) y en otro no se vio tal
asociaciéon (Nemoda et al., 2010). Nuestros resultados tampoco replicaron este hallazgo, pero
si vimos otras variantes (rs933271 y rs5993882) relacionadas con el TLP, apoyando la

implicacion del gen COMT en el trastorno.

Con respecto al resto de genes que mostraron una asociacion con el TLP (FKBP5, CRHR1, DBH y
SLC6A2) su implicacidn en esta patologia es plausible, tanto por la funcidon que desempeiian las
proteinas codificadas por dichos genes como porque se han descrito asociaciones entre
variantes de estos genes y otros trastornos psiquidtricos que comparten sintomas con el TLP.
Veamos detalladamente uno a uno. El gen FKBP5 codifica para la proteina FK506, implicada en
la regulacion de los receptores de glucocorticoides mediante la reduccién de la afinidad de
dicho receptor por su ligando y, en consecuencia, la disminucién de la expresiéon de genes
dependientes de este receptor (Wochnik et al., 2005). Se han relacionado polimorfismos en
este gen con alteraciones de la funcion del eje HHA, tanto en la poblacién general (Touma et
al., 2011) como en pacientes con TEPT (Mehta et al., 2011). El receptor de CRH tipo | se
encarga de mediar la accidn estimuladora del CRF sobre la secrecién de ACTH, siendo uno de
los principales componentes del eje HHA en la respuesta inicial al estrés; por tanto, un déficit
de CRHR1 ocasionaria una respuesta alterada al estrés (Smith et al., 1998; Timpl et al., 1998).
Variantes en este gen se han asociado con sintomas depresivos (Engineer et al., 2013; Liu et
al.,, 2006) y conductas auto o heteroagresivas (Chen et al., 2014; Wasserman, Sokolowski,
Rozanov, & Wasserman, 2008). La DBH es la enzima encargada de la transformacion de
dopamina en noradrenalina, y se han descrito asociaciones entre polimorfismos de este geny
depresion (Togsverd et al., 2008; Zhou et al., 2015), dependencia de alcohol (Preuss et al.,

2013) y sensibilidad interpersonal y paranoia en pacientes afectivos (Wood, Joyce, Miller,
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Mulder, & Kennedy, 2002). Por ultimo, el gen SCL6A2 codifica para el transportador de
noradrenalina que se encarga de la recaptacién de neurotransmisor en el terminal
presinaptico, habiéndose descrito su implicacidn en el trastorno de panico (Buttenschgn et al.,
2011), dependencia de alcohol (Clarke et al., 2012), TDAH (Kim et al., 2006), depresion

(Haenisch et al., 2009) y riesgo de suicidio en pacientes deprimidos (Kim et al., 2014).

Tanto en los genes del eje HHA como en los del sistema noradrenérgico, vimos que los traumas
infantiles modulaban su asociacién con el TLP, puesto que algunos polimorfismos se
distribuian de forma diferente en los tres grupos comparados (TLP con trauma, TLP sin trauma
y grupo control). En el caso de los genes del eje HHA, los polimorfismos no coincidian con los
gue habian mostrado asociaciones significativas al no tener en cuenta los traumas en la
infancia, lo que podria reflejar que hay variantes cuya asociacién con la enfermedad se ve
modulada por los tipos de traumas infantiles evaluados y variantes que no (lo cual no significa
qgue no esté modulada por otros tipos de sucesos traumaticos o ambientales en general). Es
interesante destacar que, segln nuestros resultados, cada tipo de trauma modularia unos
polimorfismos diferentes. En el eje HHA sdélo actian como moduladores el abuso sexual, el
abuso fisico y la negligencia emocional. En el sistema noradrenérgico, en cambio, tienen un
papel modulador los cinco tipos de abuso/negligencia, y hay dos variantes que se ven
afectadas por todos los tipos de abuso, que son la COMT rs5993882 y DBH rs77905, variantes
que también se distribuyen de forma diferente entre casos y controles al no tener en cuenta

los traumas. El porqué de esta modulacidn diferencial es una cuestién a dia de hoy sin resolver.

Una vez confirmado que los traumas en la infancia podrian interactuar con varios genes de los
sistemas de respuesta al estrés favoreciendo asi el desarrollo de TLP, nos planteamos como
objetivo averiguar si también podian influir sobre el patrén de metilacidon de alguno de estos
genes, concretamente del gen GR (Estudio 4). La eleccién de este gen y no otro fue debida a la
vasta literatura existente acerca de su patron diferencial de metilacién en funcién de los
sucesos adversos en la infancia (detallada en la Introduccién). También quisimos investigar si
indicadores de gravedad del TLP (puntuacion de la DIB-R, autolesiones y hospitalizaciones) se
asociaban con el grado de metilaciéon de este gen. Nuestra hipdtesis, que era que tanto los
antecedentes de traumas en la infancia como los indicadores de gravedad se asociarian con
una mayor metilacién del GR, se vio confirmada por los resultados del estudio, pues
observamos dicha asociacidn tanto en el caso del abuso fisico infantil como de la puntuacidn

de la DIB-R y las hospitalizaciones previas. Estos tres factores explicaban un 16% de la
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variancia, sugiriendo que en la metilacién de este gen influirian otros factores no evaluados en
nuestro estudio. Debido al disefio del estudio, no es posible determinar relaciones causa-
efecto en estas asociaciones. En el caso de los abusos fisicos, la literatura previa apoyaria la
hipdtesis de que éstos provoquen un aumento de la metilacién del gen; en el caso de los
indicadores de gravedad, en cambio, no tenemos datos que nos permitan decantarnos
fehacientemente por uno u otro sentido de la asociacidn. De hecho, un aspecto aun no
aclarado sobre la metilacion del ADN es si tiene lugar en las primeras etapas de la vida y
permanece inalterable, o si por el contrario es un proceso dindmico sujeto a constante
modulacién por factores ambientales. Hay datos contradictorios al respecto. Se ha descrito,
por ejemplo, que la metilacidon de los genes puede ser modificada a lo largo de la vida por
factores como la dieta, el habito tabaquico, los farmacos o la psicoterapia (Jaenisch & Bird,
2003; McGowan, Meaney, & Szyf, 2008; Perroud et al., 2013; Zeilinger et al., 2013). Sin
embargo, en el caso concreto de la psicoterapia, parece que ésta podria afectar a genes como
el BDNF y el FKBP5, y, en cambio, no al GR (Perroud et al., 2013; Yehuda et al., 2013). Por
tanto, quizd la vulnerabilidad a los factores externos depende de cada gen, de tal forma que
los factores que modifican la metilacion de un gen determinado no afectan a la de otro.
También podria depender del momento de exposicién al factor ambiental. El grado de
metilacion del GR parece que se asocia con sucesos traumaticos en la infancia (Labonte et al.,
2012; McGowan et al., 2009; Tyrka et al., 2012) y en la adolescencia (van der Knaap et al.,
2014), y no en cambio con experiencias estresantes posteriores, como la guerra (Mulligan et
al., 2012) o la violencia de género (Radtke et al., 2011). Esto iria a favor de la hipdtesis
propuesta por algunos autores segun la cual el periodo para modificar la metilacién del GR
serian los primeros afos de vida, y estas marcas epigenéticas persistirian en la edad adulta y
conferirian vulnerabilidad para desarrollar psicopatologia mediante la alteracion del
funcionamiento del eje HHA (McGowan et al., 2009; Meaney & Ferguson-Smith, 2010;
Murgatroyd & Spengler, 2011; Tyrka et al., 2012; Yehuda et al., 2013). Sin embargo, aun faltan
datos para extraer conclusiones firmes al respecto. Habida cuenta de todo lo expuesto,
podemos interpretar la asociacion entre metilaciéon del GR y gravedad del TLP observada en
nuestro estudio de dos formas diferentes. La primera es que los sucesos estresantes en la edad
adulta también pueden alterar el grado de metilacién de este gen. La segunda, que aquellos
sujetos con mayor metilacion de este gen tienen una mayor vulnerabilidad para desarrollar
psicopatologia y, por ende, para presentar mas gravedad del TLP. Incluso podriamos llegar a
plantearnos que esta susceptibilidad debida a una mayor metilacidon del gen fuese provocada

por los antecedentes de abuso fisico; nuestros resultados respaldan parcialmente esta
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suposicidon puesto que las islas CpG metiladas que se asocian con el abuso fisico sélo coinciden

en parte con las que se asocian con la gravedad.

De todos los traumas infantiles evaluados sélo el abuso fisico se asocid significativamente con
el grado de metilacién, y la negligencia emocional mostrd una tendencia hacia la significacion
(asi como asociaciones significativas con algunas islas CpG). Esto no coincide con los resultados
del Unico estudio publicado hasta la fecha que investiga también la asociaciéon entre traumas
infantiles y metilacion de este gen en el TLP (Perroud et al., 2011), en el que los traumas que se
asociaron fueron el abuso sexual, la negligencia fisica y la repeticién de los abusos. Las islas
CpG mas metiladas también diferian con las de nuestro estudio. Todas estas discrepancias
podrian ser debidas a las diferencias demograficas y clinicas entre ambas muestras. Otra
posible explicacidn seria que, mas que el tipo de abuso en si, lo que se asocie con una mayor
metilacion del GR sea el impacto que el abuso ejerce sobre el individuo. De hecho, éste es un
aspecto que no se suele evaluar en los estudios que relacionan los antecedentes de traumas
en la infancia con psicopatologia. Por ejemplo, el CTQ-SF, uno de los cuestionarios mas
empleados, clasifica la gravedad de los traumas en funcién del nimero de items de cada tipo
de trauma y la frecuencia de los mismos, pero no interroga especificamente sobre el impacto
que causa el abuso en el individuo. Es, por tanto, un aspecto interesante a explorar en futuras

investigaciones.

Adoptando una visidn global de los resultados de los cuatro estudios que componen esta tesis
doctoral, podriamos afirmar que parecen apoyar la implicacién de factores genéticos y
ambientales tanto en la etiologia del TLP como en su gravedad sintomatica. Los traumas en la
infancia modularian la asociacién entre genes de los sistemas de respuesta al estrés y el TLP, y
en individuos que ya presentan la patologia, se asociarian con una mayor gravedad del
trastorno sobre todo en los casos con un elevado neuroticismo. Ademas, también se asociarian
con una mayor metilacion del GR, y ésta, a su vez, con la gravedad del trastorno. Una mencion
especial merecen el abuso y negligencia emocionales pues, ademas de facilitar el desarrollo
del trastorno en caso de que un individuo tuviera determinadas variantes de genes implicados
en la respuesta al estrés, como el resto de traumas infantiles, también jugarian un papel en la
gravedad. Asi, hemos visto cdmo el abuso emocional se asocia con una mayor gravedad del
TLP (Estudio 1), y como la negligencia emocional se asocia con una mayor metilacién de las
islas CpG 1, 2 y 3 (Estudio 4), y esta metilacidn en las islas CpG 2 y 3 se asocia con indicadores

de gravedad del trastorno, con lo cual podriamos hipotetizar que los antecedentes de
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abuso/negligencia emocional en la infancia, en caso de desarrollar TLP, podrian contribuir a
que el trastorno fuera mas grave a través del aumento de la metilacidon del GR y otros factores
como el temperamento. Coincidiendo con otros autores nos parece, por tanto, que el papel de

los traumas emocionales en el TLP es una interesante linea de investigacién a seguir.

Yendo un paso mas alla, si aunamos nuestros resultados con la literatura previa e
interpretamos todo ello segln la teoria de didtesis-estrés, podriamos plantear que existirian
algunas variantes en genes de los sistemas de respuesta al estrés que provocarian una
adaptacion poco eficiente a los sucesos adversos y, por tanto, conferirian una mayor
predisposicion para desarrollar TLP ante la presencia de sucesos traumaticos en un momento
tan vulnerable y critico para el desarrollo de la personalidad como puede ser la infancia. Este
estrés temprano, a su vez, podria alterar la expresién de algunos genes mediante procesos de
metilacion y conferir asi también mds vulnerabilidad para desarrollar el trastorno o para que
éste sea grave. Parece incluso que los mismos genes estarian implicados en diversas
patologias, con lo que probablemente la interaccidn entre abusos infantiles y genes de los
sistemas de respuesta al estrés conferiria una mayor vulnerabilidad para presentar
psicopatologia en general (de Kloet et al.,, 2005), y el desarrollo de una u otra patologia
dependeria de la combinacidn concreta de variaciones genéticas y abusos y/o de la presencia

de otros factores predisponentes para la enfermedad.
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LIMITACIONES

Las limitaciones de cada uno de los estudios de esta tesis estan detalladas en el apartado de
discusion de los propios estudios. Hay una serie de limitaciones comunes, sin embargo, que se

describen a continuacion.

Una primera limitacién estaria en relacién con la evaluacion de los traumas infantiles. Aunque
el CTQ-SF es uno de los cuestionarios sobre este tipo de traumas mas empleado en la
investigacion en salud mental, es autoaplicado, con lo que no tiene en cuenta la impresién de
informadores externos. Ademads, recoge la informacién de forma retrospectiva, pudiendo
verse afectado por sesgos, como por ejemplo el de memoria. Quiza el haber contado con la
informacidn de terceras personas nos podria haber aportado datos mas fiables en algunos de

los casos.

En linea con esta primera limitacién tendriamos la segunda, que concierne a la eleccion de los
traumas infantiles como factor ambiental de riesgo. Ya se ha comentado en la introduccién
que actualmente estd considerado uno de los factores psicosociales primordiales en el
desarrollo del TLP, pero también se han descrito otros que podrian influir en mayor o menor
medida en el desarrollo de la enfermedad y que no hemos tenido en cuenta (por ejemplo, los
valores familiares que favorecen la dependencia o los antecedentes familiares de trastornos
afectivos o consumo de sustancias). Ademas, en el caso concreto del Estudio 4, hay factores no

medidos que podrian influir en la metilacion del GR, como la dieta o el tabaquismo.

Una tercera limitacidon tendria que ver con el grupo control empleado en los estudios de
asociacion caso-control (Estudios 2 y 3), pues no disponemos de datos sociodemograficos ni
clinicos de dicho grupo. Los sujetos fueron seleccionados al azar de entre los donantes de
sangre de uno de los tres hospitales colaboradores (Hospital de Vall d’Hebron), con lo que
creemos que podrian ser representativos de la poblacidn general de nuestro entorno, entorno
qgue es a su vez donde se reclutd la muestra de sujetos con TLP. Aunque no disponemos de
informacion sociodemografica que nos permita comparar a los controles con la poblaciéon
general, el hecho de ser un acto no compensado econdmicamente y bastante extendido entre
la poblacidn, asi como datos de otras muestras de donantes en nuestro pais que indican que
son principalmente gente de clase media con estudios secundarios o superiores (Martin
Santana & Beerli Palacio, 2008), nos hace pensar que si podrian ser representativos
(http://www.ine.es/ss/Satellite?L=es_ES&c=INESeccion_C&cid=1259925481659&p=12547351
10672&pagename=ProductosYServicios%2FPYSLayout&param3=1259924822888).  Ademas,
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por los propios criterios de exclusiéon de la donacién de sangre, en principio deberian ser
sujetos sin patologia psiquidtrica aguda ni seguimiento psiquiatrico regular, asi como tampoco
usuarios de drogas via parenteral o enfermos organicos graves. La propia evolucién del TLP,
que, tal y como muestran los estudios de seguimiento, suele ser hacia la remisién (Gunderson
et al.,, 2011a; Paris & Zweig-Frank, 2001; Zanarini et al., 2006a), nos hace pensar que la
prevalencia de sujetos con TLP entre los controles deberia ser muy baja, puesto que en este
grupo la edad media era de 53,5 afios. Lo que no podemos inferir es la ausencia de traumas
infantiles en el grupo control, pues, como hemos visto en la Introduccidn, no todas las victimas
de traumas en la infancia acaban desarrollando psicopatologia. El carecer de este dato nos ha
impedido evaluar el papel directo de los traumas infantiles en la etiologia del TLP, y sélo se ha
podido analizar su papel modulador en la asociacidn entre los polimorfismos de riesgo y el TLP

en el grupo de pacientes.

Con respecto al grupo de pacientes, la patologia de eje | no fue evaluada mediante entrevistas
estructuradas, lo cual podria considerarse una pequeiia limitacién, pero si mediante
anamnesis por parte de psiquiatras experimentados. La patologia de eje Il, por el contrario, si
fue evaluada con una entrevista semi-estructurada (SCID-1l) y, junto con una exhaustiva
entrevista clinica, nos permitié asegurarnos de que el TLP fuera el diagndstico principal en este

eje.

La cuarta limitacién importante es la seleccién de los genes y variantes de riesgo. Estos se han
elegido en base al conocimiento actual sobre la fisiopatologia del TLP y trastornos
relacionados, pero este conocimiento hoy en dia sigue siendo muy escaso, con lo que existe la
posibilidad de que no se hayan estudiado los polimorfismos o genes mas susceptibles para el
trastorno. Ademas, la eleccidn de variantes de riesgo también puede verse complicada por el
conocido sesgo de publicacién, que dificulta la diseminaciéon de resultados negativos. Otras
causas que complicarian el estudio genético, no sélo del TLP sino de los trastornos
psiquiatricos en general, serian la heterogeneidad clinica de los trastornos y los propios
criterios diagnodsticos, basados en constructos clinicos y no bioldgicos, la heterogeneidad de
locus o genética (se da cuando la variacion en diversos genes afecta al mismo fenotipo) y la
penetrancia incompleta (tiene lugar cuando la probabilidad de observar un fenotipo especifico
en los portadores de un genotipo particular es inferior a 1) (Burmeister et al.,, 2008). Hay
autores que proponen elegir como genes candidatos aquéllos que confieran vulnerabilidad

para las causas ambientales de una enfermedad, en lugar de genes que causen directamente la
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enfermedad (Amad et al., 2014). Otra opcidn seria realizar GWAS en lugar de estudio de genes
candidatos, aunque para ello habria que ampliar mucho mas el tamafio de las muestras (del
orden de miles) (Wellcome Trust Case Control Consortium, 2007), lo cual no es posible si no se
realizan estudios colaborativos a nivel internacional y, por supuesto, con una gran financiacién

economica.

La quinta limitacién es la pérdida de significacion estadistica al corregir por mdultiples
comparaciones empleando Bonferroni. Aunque se trate de un método demasiado restrictivo,
como hemos comentado, esta limitacidn nos impide afirmar que los resultados de nuestros
estudios confirman la implicacidon de genes de los sistemas de respuesta al estrés en el TLP, y
solo podemos decir que sugieren dicha implicacion. Para corroborarlo o descartarlo habria que

intentar replicar nuestros resultados en muestras independientes.

Como sexta y ultima limitacion, englobamos todas las concernientes al estudio de metilacion
del GR. Ya estan detalladas en dicho estudio, pero recordemos que serian principalmente el
estudio del patrén de metilacion en células periféricas en lugar de tejido cerebral, la eleccidon
de sdlo unas pocas islas CpG del exdn 1; de dicho gen, el no comprobar si las alteraciones en la
metilacidon observadas correlacionan con cambios en la expresion del gen y la no evaluacidn de

otros mecanismos epigenéticos que también podrian influir en la expresién del gen.
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CONCLUSIONES

1. En la etiologia del TLP estarian implicadas variantes de genes de los sistemas de respuesta al

estrés, en concreto de los genes FKBP5, CRHR1, COMT, DBH y SLC6A2.

2. La asociacion de estas variantes con el TLP estaria modulada por los antecedentes de
traumas en la infancia, salvo las variantes de los genes FKBP5 y CRH1 que se asociarian
independientemente de los traumas. En el gen FKBP5 habria otros polimorfismos cuya
asociacién con el trastorno dependeria de la modulacién por los traumas infantiles, asi como

en el gen CRHR2.
3. Los traumas en la infancia, concretamente el abuso emocional, se asocia con una mayor
gravedad sintomatica del TLP, principalmente en aquellos sujetos con un elevado

neuroticismo.

4. El abuso fisico, y posiblemente la negligencia emocional, se asocian con una mayor

metilacion del GR en sujetos con TLP.

5. Una mayor metilacién del GR en sujetos con TLP se asocia con variables que determinan una

mayor gravedad del trastorno.
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IMPLICACIONES Y FUTURAS LINEAS

Los resultados de esta tesis, globalmente, sugieren por primera vez la implicacidon de procesos
de interaccidn entre genes de los sistemas de respuesta al estrés y sucesos traumaticos en la
infancia en el desarrollo del TLP y en su gravedad. De verse confirmados en futuros estudios,
podrian tener implicaciones a nivel preventivo y terapéutico, pues aconsejarian:
- realizar intervenciones tempranas en aquellos sujetos con vulnerabilidad genética
para el desarrollo del TLP que hubieran sufrido algun tipo de suceso traumatico en las
primeras etapas de la vida,
- desarrollar estrategias terapéuticas centradas en el manejo del trauma,
- considerar los sistemas de respuesta al estrés del organismo como diana terapéutica,
- tener en consideracidn los rasgos temperamentales como factor condicionante de la

gravedad del trastorno.

A partir de los hallazgos de la presente tesis se plantean como futuras lineas a seguir:
- replicacion de los resultados de los estudios de asociacidn caso-control en muestras
independientes. Ademas, teniendo en cuenta la sospecha de un origen poligénico, lo
recomendable seria realizar GWAS mediante estudios colaborativos a gran escala,
- confirmacién de que las alteraciones en el patron de metilaciéon del GR se traducen
en unos menores niveles de proteina y/o en alteraciones del funcionamiento del eje
HHA,
- comparacién del patrén de metilacion de genes en sujetos con TLP con controles,
teniendo en cuenta la presencia de antecedentes de traumas en la infancia. Al igual
gue en el caso de las variantes genéticas, lo mas recomendable seria la realizacion de
EWAS para buscar alteraciones del patrén de metilacién a nivel global,
- continuar evaluando otros factores que se pueden asociar con una mayor gravedad

del trastorno (por ejemplo, genes de vulnerabilidad).
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