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1 RESUMEN / ABSTRACT






RESUMEN

Mindfulness se ha descrito como una conciencia que emerge al enfocarse intencionalmente
en la experiencia presente de una manera no critica o evaluativa. Actualmente numerosos
estudios demuestran la eficacia de mindfulness en la mejora de la calidad de vida y del
bienestar psicoldégico en personas sanas, asi como en el tratamiento de enfermedades
psiquiatricas y médicas. Ademas, estudios recientes muestran los resultados que produce la
practica de mindfulness en variables bioldgicas, incluso a nivel funcional y anatéomico. Sin
embargo, los mecanismos psicolégicos subyacentes a esta relacion potencial son
desconocidos. El objetivo principal de esta tesis es medir los efectos de mindfulness en
variables psicoldgicas y bioldgicas en meditadores de larga duracién. Para ello se llevaron a
cabo dos estudios. El objetivo del primer estudio realizado fue replicar y fortalecer la hipdtesis
de que la meditacidn estd asociada con la conservacién de la longitud de los telémeros. Para
observar este efecto y poder entender los mecanismos psicoldgicos subyacentes a esta
posible relacidon, se compard la longitud de los telémeros de un grupo de 20 meditadores
expertos con un grupo pareado de 20 participantes sanos no meditadores. Se utilizaron
multiples variables psicoldgicas relacionadas con la practica de la meditacidon que podrian
estar involucradas en retrasar el proceso de envejecimiento. El ADN (acido
desoxirribonucleico) gendmico se extrajo para la medicién de los telémeros, utilizando un
programa patentado de Life Length. Se usd hibridacién cuantitativa fluorescente in situ de
alto rendimiento (HT-Q-FISH) para medir la distribucién de la longitud de los telémeros y la
mediana de la longitud telomérica (MTL). El grupo de meditadores tuvo una MTL mas larga (p
= 0.005) y un porcentaje menor de telémeros cortos en células individuales (p = 0.007) que
los del grupo de comparacién. Tanto en la medida de la MTL como en el porcentaje de
teldmeros cortos, los siguientes tres factores fueron significativos: edad, ausencia de
evitacién experimental y subescala de Humanidad Comun de la Escala de Autocompasion. El
objetivo del segundo estudio realizado fue identificar alteraciones moleculares relacionadas
con la atencidén plena mediante el perfil de la respuesta epigenética en meditadores de larga
duracién. Se realizd un cribado de metilacion de ADN en todo el genoma utilizando la
plataforma Illumina HumanMethylation450 en leucocitos de sangre periférica de 17

meditadores de larga duracién y 17 controles pareados. Se encontraron 64 regiones

RESUMEN



diferencialmente metiladas (RDM) en meditadores en comparacion con los controles,
correspondientes a 43 genes. La mayoria de las RDM relacionadas con mindfulness (70,3%)
estaban hipometiladas en meditadores, y el 23.4% de las RDM relacionadas con la atencién
plena se agrupaban en regiones cromosdmicas teloméricas. Notablemente, casi la mitad de
las RDM relacionadas con mindfulness (48.4%) involucraron genes vinculados a
enfermedades humanas comunes. Aunque estos estudios tienen como limitacidon un tamafio
de muestra reducido, los resultados sugieren que la ausencia de evitacidon experimental de
emociones y pensamientos negativos es parte integral de la conexidn entre la meditacion y
los teldmeros, y sugieren también que existe una asociacién consistente de la practica de
meditacidn a largo plazo con una pérdida predominante de la metilacidn de CpG en distintas

regiones gendmicas.
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ABSTRACT

Mindfulness refers to an awareness that emerges by intentionally focusing on the present
experience in a nonjudgmental or evaluative manner. Nowadays numerous studies prove the
effectiveness of mindfulness in improving the quality of life and psychological well-being in
healthy people, as well as in the treatment of psychiatric and medical diseases. In addition,
recent studies show the results produced by the practice of mindfulness in biological
variables, even at functional and anatomical levels. However, the psychological mechanisms
underlying this potential relationship are unknown. The main objective of this thesis is to
measure the effects of mindfulness on psychological and biological variables in long-term
meditators. To address this objective, two studies were carried out. The aim of the first study
was to replicate and strengthen the hypothesis that meditation is associated with longer
telomeres. To elucidate the psychological mechanisms underlying this potential relationship,
we compared a group of 20 expert meditators with a matched comparison group of 20 non-
meditators healthy subjects. Several questionnaires to assess different psychological
constructs related to meditation that could be involved in delaying the ageing process were
used. Genomic DNA was extracted for telomere measurement using a Life Length proprietary
program. High-throughput quantitative fluorescence in situ hybridization (HT-Q-FISH) was
used to measure the telomere length distribution and the median telomere length (MTL). The
meditators group had a longer MTL (p = 0.005) and a lower percentage of short telomeres in
individual cells (p =0.007) than those in the comparison group. Both in the measure of MTL
and in the percentage of short telomeres, the following three factors were significant: age,
absence of experiential avoidance, and Common Humanity subscale of the Self Compassion
Scale. The aim of the second study was to identify molecular alterations related to
mindfulness by profiling the epigenetic response in long-term meditators. We performed a
genome-wide screen of DNA methylation by using the Illumina HumanMethylation450
platform in peripheral blood leukocytes from 17 long-term meditators and 17 matched
controls. 64 differentially methylated regions (DMRs) in meditators compared to controls
were found, corresponding to 43 genes. Most of the mindfulness-related DMRs (70.3%) were
hypomethylated in meditators, and 23.4% of mindfulness-related DMRs clustered in

telomeric chromosomal regions. Notably, almost half of the mindfulness-related DMRs
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(48.4%) involved genes linked to common human diseases. Although both studies are limited
by a small sample size, results suggest that the absence of experiential avoidance of negative
emotions and thoughts is integral to the connection between meditation and telomeres, and
also suggest that there is a consistent association of long-term meditation practice with a

predominant loss of CpG methylation in distinct genomic regions.
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2 INTRODUCCION






La ciencia y la tecnologia han avanzado extraordinariamente en las uUltimas décadas. Estos
nuevos avances tecnoldgicos han abierto las puertas al estudio de diferentes disciplinas
cientificas y la posibilidad de la unién entre ellas, creando puentes entre areas de
conocimiento que hasta entonces no se habian propuesto, con la posibilidad de crear
realidades completamente nuevas. El conocimiento de la genética, del funcionamiento del
cuerpo humano y especificamente del cerebro, asi como el entendimiento cada vez mas
profundo de los procesos por los cuales se rige nuestra conducta, pensamientos y emociones,
permite un estudio mas detallado del ser humano y los factores tanto fisicos como

ambientales que intervienen en su evolucion y funcionamiento.

Una de las areas que se ha beneficiado de estos avances cientificos es la psicologia. El avance
en la biotecnologia y en la neurotecnologia permite observar el funcionamiento del cerebro
y cdmo las diferentes intervenciones psicoldgicas producen modificaciones a nivel anatémico,

funcional e incluso genético.

Las llamadas terapias de tercera generacién han cobrado importancia durante los ultimos
afios en el campo de la psicologia. Buscan un enfoque mas centrado en la persona y no tanto
en el problema o patologia. Intentan no ver el tratamiento como una lucha constante contra
los sintomas, sino ayudando a observar, replantear y reorientar la conducta hacia un cambio
vital que permita cambios significativos y permanentes. Este tipo de terapias abre una nueva
linea de trabajo dentro de la salud mental y permite el acercamiento cientifico a las practicas

meditativas integradas en las lamadas Terapias Basadas en Mindfulness.

La unién entre la ciencia y las tradiciones meditativas se ha convertido en un tema de interés
en el Ambito de la salud mental para conocer como afecta la practica de la meditacién a nivel
fisico y psicoldgico. En los ultimos afos la investigacion en este campo ha ido aumentando
progresivamente, arrojando luz, a través de estudios cientificos, sobre los beneficios de la
practica en la mejora de la atencidn, la reduccion del estrés, la regulacion emocional, la
reduccion de la sintomatologia tanto de trastornos mentales como de enfermedades fisicas y
la mejora del bienestar psicolégico. Conocer los mecanismos de accidn a través de los cuales
funciona mindfulness es uno de los puntos clave de la investigacidn que todavia esta en
desarrollo. Comprender los procesos por los cuales mindfulness produce cambios en la salud,

los efectos de cada tipo de practicas, los tiempos necesarios o la duracidn del efecto, podria
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ayudar a mejorar las intervenciones basadas en mindfulness (IBM), focalizando el punto de

interés y personalizando segun las necesidades.

La intencidn del presente trabajo es arrojar un poco de luz en este proceso, hacer una unién
entre estas dos disciplinas, la ciencia y la tradicion meditativa, para poder profundizar en los
efectos que la meditacion mantenida en el tiempo puede producir a nivel psicolégico y a nivel

bioldgico.

La colaboracion en este estudio de meditadores de larga duracidon, considerando asi a
personas que llevan meditando mas de 10 afios, hace posible estudiar los efectos de la
practica a largo plazo como es el mantenimiento de la longitud de los telémeros o

modificaciones en la metilacion de ADN.

La propuesta del presente trabajo es una investigacion que consta de dos estudios. Ambos
han sido publicados en una reconocida revista de impacto, Mindfulness, de cuartil Q1 y con

un indice de factor de impacto de 3,015 y 3,024 respectivamente:

e (ver Anexo 3) Alda M, Puebla-Guedea M, Rodero B, Demarzo M, Montero-Marin J,
Roca M, Garcia-Campayo J. Zen meditation, Length of Telomeres, and the Role of

Experiential Avoidance and Compassion. Mindfulness. 2016; 7: 651-659

e (ver Anexo 4) Garcia-Campayo J, Puebla-Guedea* M, Labarga A, Urdanoz A, Roldan M,
Pulido L, Martinez de Moretin X, Perdones-Montero A, Montero-Marin J, Mendioroz
M. Epigenetic Response to Mindfulness in Peripheral Blood Leukocytes Involves Genes

Linked to Common Human Diseases. Mindfulness. 2017; 9(4): 1146-1159.

Este documento va a constar de diferentes apartados que nos guiaran a lo largo de estos
estudios. En primer lugar, se presenta una revisidon del estado de la cuestion, con énfasis en
la clarificacion de conceptos basicos, elementos fundamentales de mindfulness y una revisiéon
de la literatura acerca de las investigaciones de los efectos de mindfulness tanto en variables
psicolégicas como en variables bioldgicas. A continuacion, se expone la motivacion de la

realizacion de este trabajo, las hipdtesis y objetivos, dando paso a la metodologia, donde se
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presenta el proceso llevado a cabo en ambos trabajos de investigacion realizados. El andlisis
de los resultados de ambas investigaciones se presenta de forma consecutiva, exponiendo las
tablas y figuras resultantes. Las conclusiones del trabajo y las lineas futuras de investigacion
gue quedan abiertas se exponen en el siguiente apartado, tras el cual se incluye la lista de
referencias bibliograficas citadas a lo largo de todo el documento. Para finalizar, se ha afiadido

un apartado de anexos con informacién adicional, incluyendo los articulos publicados.
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3 MARCO TEORICO






En las ultimas décadas, la meditacién ha cobrado importancia y protagonismo, tanto en la
practica personal como en la investigacién, dandose un importante acercamiento entre la
practica meditativa y la psicologia occidental (1-6). Este acercamiento se ha producido
principalmente con las tradiciones orientales budista e hinduista, aunque existen diferentes

practicas desde otras tradiciones (4,7,8).

Estas practicas se han ido introduciendo en occidente y han sido adaptadas para cumplir con
las demandas de la poblacién, como una forma de cultivar el equilibrio y el bienestar, y se
han convertido en un fenédmeno relevante con el llamado movimiento mindfulness, como

algunos autores lo han denominado (9).

Las técnicas nucleares de mindfulness provienen de la practica meditativa budista laica, pero
estas técnicas budistas Vipassana sufrieron un proceso de transformacidon y occidentalizacién
durante las décadas de 1960 y 1970 en el entorno budista occidental de diferentes paises que
dieron origen a los protocolos actuales, como el de Reduccién del Estrés Basado en

Mindfulness, en adelante MBSR por sus siglas en inglés (Mindfulness-Based Stress Reduction).

Algunos autores (10,11) consideran que protocolos como el MBSR surgen de lo que se ha
denominado como “budismo moderno”. Desde esta perspectiva se considera la meditacion
como elemento central, dandole mas importancia a la practica meditativa que a la practica
de rituales u otros aspectos de la tradicién (10). Ademas, este tipo de budismo considera que

la practica clave es el mindfulness y la define como “atencién desnuda”.

El “budismo moderno” se considera a si mismo como una tradicion racional, empirica y
orientada hacia la curacién, introduciéndose en el campo de la ciencia. Mindfulness, como lo
conocemos ahora, es una versién racional realizada desde occidente de las ensefianzas
budistas para darles un sentido universal (12). Uno de los fendmenos que ha ayudado a la
expansién de la practica es que ya no se encuentra restringida y dirigida solo a los monjes
desde una perspectiva religiosa, sino que la practica puede ser laica, reduciendo los requisitos
para implementarla. La principal razén del éxito actual del “movimiento mindfulness” es la
incorporacion de la practica a la corriente social principal. Anteriormente, la practica del
budismo implicaba ciertas renuncias, las cuales diferenciaban y separaban al practicante de
la corriente social. El budismo moderno no exige ninguna de estas renuncias, por lo que el

practicante pasa a estar incluido en la corriente social principal (11).




A continuaciodn, se va a profundizar en los conceptos de meditacion y mindfulness haciendo
un pequefio recorrido por su definicidn, composicidn y elementos fundamentales de cada uno

de ellos.

Errbneamente, se tiende a confundir los términos mindfulness y meditacion, entendiendo en

ocasiones que mindfulness es meditacidn y que la meditacion es mindfulness.

Mindfulness es un estado de la mente que se puede desarrollar mediante técnicas
psicoldgicas que incluyen la meditacidn, no siendo el iUnico modo para desarrollar este estado

(13).

La meditacién es una técnica para el desarrollo psicolégico, existiendo diferentes tipos como
se explica en el siguiente apartado. Entre todas ellas, las practicas atencionales son las que se

asocian al desarrollo del estado de mindfulness (13).

A continuacidn, se desarrollan con mas profundidad ambos conceptos.

3.1 Meditacion

La meditacidn es una practica en la cual el individuo entrena la mente o induce un modo de
conciencia, ya sea para conseguir algun beneficio o para reconocer mentalmente un
contenido sin sentirse identificado con dicho contenido, o como un fin en si misma (14). La
meditacidn es un término general que abarca una familia de practicas que comparten algunas
caracteristicas distintivas, pero que varian de manera importante en su propdsito y practica
(15). De acuerdo con Sedimeier et al. (16), es bastante dificil encontrar un enfoque de la

meditacidn que se pueda reducir a un solo mecanismo.

Desde la tradicidn, las técnicas meditativas son concebidas dentro de un contexto espiritual
(4,17-23). Cada tradicion propone un conjunto de diferentes técnicas, no entendidas con un
fin en si mismo, sino como una ayuda al desarrollo personal y el entendimiento del

sufrimiento (24).

Existen multiples clasificaciones de los diferentes tipos de meditacién. La elaborada por Dahl

et al. (25) aporta el modelo de clasificacion mas completo, el cual se divide en tres grandes
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tipos de meditacion. Cada uno de estos tipos desarrolla aspectos especificos de la mente. De
acuerdo con esta clasificacién, las técnicas atencionales son las que se asocian a la cualidad

de mindfulness.

Los autores dividen las practicas meditativas en tres grandes grupos muy diferenciados: las

practicas atencionales, las practicas constructivas y las practicas deconstructivas.

3.1.1 Practicas atencionales

Engloban una serie de técnicas que entrenan una variedad de procesos relacionados con la
regulacidn de la atencidn. Estos procesos implicarian la capacidad de manipular la aperturay
la orientacion de la atencién con el fin de controlarla, detectarla y desconectarla de los
distractores que surjan, y asi poder reorientarla hacia el foco de atenciéon elegido. En las
practicas de tipo atencional se desarrolla una funcidén cognitiva que permite ser consciente

del proceso de conciencia: la metacognicién (25).
Dentro del grupo de las practicas atencionales encontramos dos divisiones (26—28):
Atencion focalizada (AF)

Este tipo de atencidon implica la eleccién de un foco concreto y la concentracién unica y
unidireccional en este objeto de atencidn. Gracias a la presencia de la metacognicidn, en la
atenciéon focalizada se puede ser consciente de la estabilidad atencional conseguida vy
distinguirla de otras formas de absorcién (14,29). Los diferentes tipos de practica de atencion
focalizada se distinguen por el punto de anclaje elegido hacia el cual se va a dirigir la atencién

y el objetivo que persigue cada uno de estos tipos (ver Tabla 3.1).

Monitorizacién abierta (MA)

Estas practicas incluyen el cultivo de la metacognicién de una manera similar a las anteriores,
pero en la monitorizacidn abierta no se realiza una seleccidon del objeto especifico al que
orientar la atencidn, sino que se expande el alcance atencional para incorporar el flujo de

percepciones, pensamientos, contenido emocional y/o conciencia subjetiva que se estd
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dando en el momento de la meditacidn. Las practicas de monitorizacidn abierta se dividen en

dos grupos (ver Tabla 3.1).

En resumen, las practicas de tipo atencional buscan entrenar la metacognicion, que es el

proceso cognitivo por el que somos conscientes de nuestra propia consciencia. La practica de

estas técnicas ayuda a reducir el proceso de la mente errante, el cual estd relacionado con el

malestar psicoldgico, por lo que la practica ayudaria a producir un incremento del bienestar

y una mejor regulacion emocional (30).

Tabla 3.1. Tipos de practicas de meditacion atencionales y objetivos que persiguen

ATENCION FOCALIZADA
(AF)

MONITORIZACION
ABIERTA (MA)

PRACTICAS ATENCIONALES

AF centrada en la direccionalidad
de la atencidon

OBIJETIVO QUE PERSIGUE

Desarrollar la capacidad de elegir a voluntad un
anclaje donde dirigir la atencion

AF centrada en la apertura de la
atencion

Implementar la habilidad de poder modular la
atencion trasladandola desde un objeto que requiera
un campo de atencion mas amplio, hacia un campo
de atencién mas focalizado

AF centrada en la regulacion de la
atencion

Variar la intensidad de la atencion a voluntad

AF centrada en el entrenamiento
de la atencidn sostenida

Desarrollar la capacidad de mantener una misma
intensidad de la atencién durante todo el tiempo

AF centrada en la deteccién de la
atencion

Observar cuando aparece y desaparece la atencién o
cuando y con qué intensidad varia

AF centrada en reorientar la
atencion

Capacitar para retirarse de elementos distractores y
reorientar la atencién hacia un objeto elegido

MA orientada a objetos

Dirigir la atencion a los pensamientos, percepciones
y sensaciones que aparecen en la consciencia

MA orientada a la persona

Reconocimiento de la calidad de la atencién que
desarrolla el individuo

Fuente: Elaboracién propia a partir de Hasenkamp et al., Jha et al. y Lutz et al. (26—-28).
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3.1.2 Practicas constructivas

Este tipo de practicas buscan entrenar la habilidad de cambiar los esquemas cognitivos no
adaptativos por otros mas adaptativos, ayudando asi a alcanzar un bienestar mayor. Esta
sustitucion de los esquemas cognitivos se realiza a través de la reevaluacién cognitiva, la toma
de perspectiva y los autoesquemas. Al igual que en las practicas atencionales, la
metacognicion juega un papel importante. Sin embargo, en las practicas constructivas, el
objetivo no seria simplemente observar los contenidos mentales, sino hacerse consciente de

ellos para poder modificarlos (25).

Las practicas constructivas pueden tener diferentes objetivos y por eso se considera que
existen tres grandes familias dentro de este tipo de meditacidn: las practicas orientadas a las

relaciones, las practicas orientadas a los valores y las practicas orientadas a la percepcién.

Las practicas orientadas a las relaciones persiguen, por un lado, cultivar cualidades del
individuo como la paciencia o la ecuanimidad que ayudarian a afrontar mejor los eventos
estresantes que surgen en el dia a dia. Por otro lado, desarrollar cualidades pro-sociales,
modificando los objetivos y el estilo de las relaciones interpersonales gracias al
entrenamiento de la bondad y de la compasion. Las practicas orientadas a los valores buscan
identificar el sentido de la vida, encontrar lo que es verdaderamente importante y reorientar
la mente hacia ello. Por ultimo, las practicas orientadas a la percepcién tienen como objetivo
modificar los habitos perceptivos habituales como una forma de inducir cambios en los

esquemas cognitivos implicitos.

En las practicas constructivas se activarian dos procesos cognitivos principalmente, siendo
uno de ellos la reevaluacién cognitiva, el cual es un proceso por el que se cambiaria la forma
de pensar ante situaciones o acontecimientos, produciendo un cambio en la respuesta ante

ellos. Este proceso es de gran importancia para la regulacién emocional.

El segundo proceso es la toma de perspectiva, proceso por el cual una persona intenta analizar
como se sentiria ella misma u otra persona ante una situacién concreta. Es una técnica tipica
en las practicas de compasion y es especialmente importante para incrementar la experiencia

de las emociones sociales (25).
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Las practicas constructivas han sido menos investigadas que las atencionales, aunque en los

ultimos afos han aumentado considerablemente los estudios sobre compasion (31).

3.1.3 Practicas deconstructivas

Las practicas deconstructivas tienen como objetivo eliminar patrones cognitivos
disfuncionales. Este objetivo se lleva a cabo mediante el uso del autocuestionamiento para

el desarrollo del autoconocimiento (25).

Se han identificado tres tipos de practicas deconstructivas: orientadas al objeto, orientadas al

sujeto y las practicas no duales.

Las practicas deconstructivas orientadas al objeto persiguen investigar los objetos de la
conciencia. Por ejemplo, notar las sensaciones fisicas o la respiracion y ver cdmo cambian
continuamente (32). En las prdcticas deconstructivas orientadas al sujeto se investiga la
naturaleza de los pensamientos, la percepcidén y otros procesos afectivos y cognitivos. Los
pensamientos y emociones podrian ser diseccionados en sus diferentes componentes (33).
Por ultimo, las practicas no duales buscan desmontar las estructuras cognitivas previas que

marcan de manera predominante la experiencia (34).

El objetivo de estas practicas no es solo aumentar la metacognicidon, como en las practicas
atencionales, sino obtener experiencia directa, autoconocimiento experiencial de la
naturaleza y dinamica de la conciencia. A pesar de que se utilizan en una amplia gama de

practicas contemplativas, estas no han recibido mucha investigacion cientifica.

Ejemplos de la utilizacion de las practicas anteriormente explicadas (atencionales,
constructivas y deconstructivas) las podemos encontrar, entre otras, en la meditacion
Vipassana y la tradicidn Zen. Ambas suelen estar relacionadas con el mantenimiento de la

practica a lo largo del tiempo (35,36).

La meditacidén Vipassana significa ver las cosas tal como son. Es una de las técnicas de

meditacion mds antiguas de la India y es un proceso de autopurificacién mediante la
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autoobservacidn. Se inicia con la observacidon de la respiracion natural para focalizar la mente.
Una vez que la conciencia se agudizada, se procede a observar la naturaleza cambiante del
cuerpo y de la mente y se experimentan las verdades universales de la impermanencia, el

sufrimiento y la ausencia de ego (35).

La meditacién como campo de interés esta motivando diferentes investigaciones sobre el
efecto que esta tiene a nivel psicolégico y bioldgico. Por ejemplo, un estudio resalté como un
retiro de meditacion Vipassana de un mes parece producir mejoras en la atencion plena, el

bienestar y la personalidad, incluso en meditadores experimentados (37).

Por otro lado, la meditacién Zen es una de las filosofias que mejor ha encajado en el mundo
occidental. El Zen abarca no solo una forma concreta de meditacién, sino toda una forma de
vida. Es una escuela budista japonesa que proviene originalmente de India. En la meditacidn
Zen se concentra la atencion y la actividad principalmente en la espiracion, de manera que
tiende a establecerse un ritmo lento de respiracion abdominal en que la espiracion es
notoriamente mas prolongada que la inspiracion. Simplemente estar sentado; no reflexionar;
sencillamente respirar y no seguir activamente los pensamientos. No forzar los pensamientos,
permitir que fluyan, no detenerse en ellos, dejar que aparezcan y se vayan. Los pensamientos
van y vienen, depurando el contenido superfluo del inconsciente, hasta que la mente, entra

en un estado de atencion mas sutil (36).

Tanto la meditacién Zen como la meditacion Vipassana han mostrado en estudios que
producen cambios estructurales y funcionales en la corteza cerebral prefrontal, relacionada
con la metaconciencia y la autorregulacion, en la corteza cingulada relacionada con la
regulaciéon emocional, en la insula, relacionada con la conciencia corporal y en el hipocampo,

relacionado con procesos de memoria y regulacion emocional (38).
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3.2 Mindfulness

3.2.1 El concepto de mindfulness

Mindfulness es una traduccidn de la palabra sati, que proviene de la lengua pali, el cual es
uno de los idiomas en los que fueron escritos los discursos del Buda hace unos 2.500 afios

(39).

Sati tiene una traduccion compleja y ha existido un gran debate sobre su significado, ya que
en el budismo es un concepto amplio y puede definirse como “toma de conciencia” (39),
“atencidn desnuda” o también como una “momentanea toma de conciencia lucida” de lo que

ocurre en un momento determinado (40).

Las primeras traducciones del término sati al inglés se dieron en el afio 1872 y quedan
recogidas en el trabajo de Gethin (41) donde se puede encontrar una recopilacion de las
diferentes traducciones. Alli se relaciona la palabra sati con términos afines con el concepto
de mindfulness, incluidos en los textos budistas originales, para tratar de mostrar la
variabilidad del término. Estos términos son: acordarse, reminiscencia, memoria, recordar,

tener en la mente, ausencia de superficialidad o no olvidar (41).

A pesar de la variedad de acepciones del término sati, este puede ser entendido como mera
observacion u observacidn directa, lo opuesto a funcionar en piloto automatico, a “sofar

despierto” (42).

El término mindfulness ha sido el utilizado para referirse de forma directa al concepto de sati,
pero existen otros términos afines como awareness (toma de conciencia) o consciousness
(consciencia). Mindfulness se utiliza como un término que se traduce como poner atenciéon
en aquello que ocurre en el momento presente (43). No existe un consenso en su definicidn
al espafiol ya que no existe un término o conjunto de términos en espafol que sean
equivalentes al significado directo de mindfulness (44). Hasta el momento se han utilizando
diferentes conceptos para su traduccion como “atencién plena” (45), “conciencia plena” (46),
“atencién consciente” (47), la expresion “estar atento” (48) o “autoconciencia” (49). Otra
posible traduccién del término es “memoria” o “recordar”, en el sentido en que, para que un

fendmeno sea recordado o exista en nuestra mente, es necesario haberlo vivido con atencién
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o con conciencia plena (50). Esta variedad de términos muestra la falta de consenso en lo que

se refiere a la traduccion del término mindfulness al espafiol.

En el presente trabajo se ha optado por utilizar indistintamente, y como sinédnimos,

mindfulness y atencion plena.

3.2.2 Definiciones de mindfulness

Alolargo de los afios se han presentado diferentes definiciones de mindfulness, dependiendo

del enfoque desde el que se observaba el término. Para poder entender mejor el término de

mindfulness se presenta a continuacidn un resumen de las diferentes definiciones del

concepto hasta el momento (ver Tabla 3.2).

Tabla 3.2 Definiciones de mindfulness desde los afios 50 hasta la actualidad

AUTOR m DEFINICION

“Total claridad y presencia de la mente, activamente pasiva, en la que los

Watts 1957 . , .
sucesos vienen y van como reflejos en un espejo” (51)
Thera 1962 “Clara y resuelta conciencia de lo que en realidad nos ocurre, a nosotros y en
nosotros, durante los momentos sucesivos de percepcion” (52)
Thich Nhat “ . . L , , 2
Hanh 1975 Mantener viva la propia consciencia focalizada en la realidad presente” (53)
Langer 1989 “Un proceso cognitivo que emplea la creacion de nuevas categorias, la apertura
& a nueva informacion y la conciencia de mds de una perspectiva” (54)
Kabat- Zinn 1990 “Prestar atencion de manera intencional al momento presente, sin juzgar” (55)
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Segal et al. 2002

“Una clase de conciencia centrada en el presente, no elaborativa ni
condenatoria, en la que cada pensamiento, sentimiento o sensacion que surge
en el campo atencional es reconocido y aceptado tal y como es” (56)

Gunaratana 2002

“Es observacion sin juicio, sin criticar, es un proceso sutil que uno usa en un
momento determinado, en el cual uno es observador y participante de la
experiencia al mismo tiempo” (57)

Brown y Ryan 2003

“Atencion abierta o receptiva a la toma de conciencia de los eventos y
experiencias” (58)

Kabat-Zinn 2003

“Conciencia que surge de prestar atencion, de forma intencional a la experiencia
tal y como es en el momento presente, sin juzgarla, sin evaluarla y sin reaccionar
aella” (59)

Bishop et al. 2004

“Proceso de regulacion de la atencion en el que no elabora pensamientos sobre
la experiencia que ocurre en el momento presente, con una orientacion de
curiosidad, de apertura y aceptacion de la que se obtiene un autoconocimiento”
(60)

“Conciencia momento a momento, de la experiencia presente con aceptacion”

Germer 2005

(43)
Baer 2003 | “Claridad y vividez de la experiencia y del funcionamiento actual” (61)

“Atencion y presencia plena y reflexiva, empefio en centrarse en el momento

Valleio 2006 presente de forma activa y reflexiva. Una opcidn por vivir lo que acontece en el

) momento actual, aqui 'y ahora, frente al vivir en la irrealidad, el sofiar despierto”

(62)

Simon 2008 “Ser conscientes de los contenidos de la mente momento a momento” (63)

Cardaciotto

et al. AU

“Ser conscientes de las propias experiencias internas y externas en el contexto
de una postura de aceptacion y no enjuiciamiento hacia esas experiencias” (64)

Grossman 2011

“Tomar conciencia con una mente abierta de la experiencia percibida momento
tras momento, no analitica, ni discursiva de la experiencia que transcurre” (65)

Sauer et al. 2012

“Observar desapasionadamente la experiencia del momento presente de forma
abierta y sin enjuiciar” (42)

Fuente: Elaboracién propia a partir de las fuentes citadas en cada definicion
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Como se aprecia en la tabla, son numerosas las definiciones del término mindfulness.
Ademas, para aumentar la complejidad de la definicidn, en la actualidad podemos identificar
el uso la palabra para referirnos a: un constructo tedrico, una practica, un estado de la mente

0 una intervencion.

En los siguientes apartados de este trabajo se comentara con mas detalle el uso del término

mindfulness en sus distintas acepciones en la actualidad.

3.2.3 Mindfulness como constructo tedrico

Mindfulness esta dando lugar a una teoria, la cual tiene un método y un objeto de estudio,
asi como un amplio campo de aplicaciones. Como constructo tedrico se vincularia a las
definiciones conceptuales que han sido propuestas respecto al término mindfulness y puede

ser medido.

Existen diferentes cuestionarios para medir este constructo y hacer posible su comprensién.
Se crea asi un acercamiento a la experiencia que supone mindfulness, la cual, al ser subjetiva,

hace compleja su medicidn a través de cuestionarios de autoinforme.

Para poder realizar una medicién de mindfulness como constructo, en primer lugar, hay que
tener en cuenta que este puede ser medido como un rasgo o como un estado psicolégico.
Respecto a la mediciéon de mindfulness como un rasgo estable de la personalidad se deben
observar los aspectos de una tendencia a la atencién plena en la cotidianidad (66). Para la
medicién de mindfulness como un estado psicolégico, se hace uso de herramientas
psicométricas basadas en cuantificar un estado transitorio de conciencia, donde se da una
regulacién y un mantenido de la atencidon, teniendo en cuenta la situacién particular del

momento de la medicion (60).

En segundo lugar, la medicidn del constructo de atencién plena puede ser llevada a cabo a
través de diferentes tipos de escalas: unidimensionales o multidimensionales. En las
unidimensionales solo existe una Unica medicidén general del constructo mindfulness. En las

multidimensionales se explica el constructo mindfulness como una unién de diferentes
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facetas. Estas son medidas como subescalas que componen las distintas dimensiones

relacionadas con la atencién plena.

A continuacién, se presentan los principales cuestionarios y escalas de evaluacion del

constructo de mindfulness en la actualidad.
Freiburg Mindfulness Inventory (FMI)

Es una escala que en sus origenes se diseiid con 30 items (67), valorados en una escala de tipo
Likert de cuatro puntos que van desde “raramente” a “casi siempre”. Algunos de los items
utilizados en la escala son: “Observo mis sentimientos sin perderme en ellos” o “Estoy abierto
a la experiencia del momento presente”. Esta escala media 4 factores: atencién, autocontrol,
aceptacién y autopercepcién. En un estudio realizado por Walach et al. (68) confirmaron la

inestabilidad de los cuatro factores de la estructura.

Posteriormente, Kohls et al. (69) desarrollaron una version de 14 items midiendo un solo
factor: mindfulness. Esta escala fue disefiada por meditadores para ser utilizada por
meditadores expertos, lo que hace complicado el uso de la misma por personas que no lo
sean, ya que contiene items que especificamente se relacionan con una amplia experiencia
practica en meditacién (42). Existe una versidon, aun mas reducida, con 8 items (FMI-8)

estructurada en dos factores: presencia y aceptacion (69).
Mindful Attention Awareness Scale (MAAS)

Es una escala sencilla que consta de 15 items (58), disefiada para evaluar de forma global la
capacidad general de mindfulness de un individuo, entendida como la capacidad de estar

atento y consciente de la experiencia del momento presente en la vida cotidiana.

La escala esta centrada en la presencia o ausencia de atencion y conciencia a lo que esta
ocurriendo en el presente, preguntando por tendencias de accién. Puede ser utilizada en el
ambito de la investigacidén tanto clinica como con sujetos sanos y no es necesario tener

experiencia previa en meditacién (70).

Existe una version en espanol validada de esta escala que ha mostrado propiedades

psicométricas adecuadas (70).
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Cognitive and Affective Mindfulness Scale (CAMS)

En su origen contaba con 18 items (71), pero debido a la baja consistencia que ofrecia se

reelabord en la versién CAMS-R (R - Revisado) (72) de 12 items.

Los items se puntlan en una escala de cuatro puntos de tipo Likert valorados desde
“raramente o en ningun caso” a “casi siempre”. Contiene items como: “Soy capaz de aceptar
los pensamientos y sentimientos que tengo” o “Es facil para mi concentrarme en lo que estoy

haciendo”.

Esta escala fue disefiada para medir la atencidn plena en situaciones de tipo general en la vida
diaria. Cuenta con 4 factores de mindfulness: atencién, darse cuenta, focalizacidon en el
presente, y aceptacion o no enjuiciamiento de los pensamientos y sentimientos originados en
la experiencia general cotidiana. Estos cuatro elementos no se miden por separado, sino que

otorgan una puntuacién global a través de la combinacidn de los factores.
Kentucky Inventory of Mindfulness Skills (KIMS)

El cuestionario de habilidades de mindfulness de Kentucky consta de 39 items (73), puntuados
a través de una escala Likert de cinco puntos que van desde “nunca o raramente cierto” hasta
“muy a menudo o siempre cierto”, con items como: “Me doy cuenta cuando mi estado de
animo comienza a cambiar” o “Me digo a mi mismo que no deberia sentirme como me estoy

sintiendo”.

Este cuestionario estd distribuido en cuatro subescalas: observar, describir, actuar
conscientemente y aceptar sin enjuiciar. Es una medida de tipo disposicional, mide la
tendencia general a estar consciente en la vida cotidiana y no es necesaria la experiencia en

meditacion.
Toronto Mindfulness Scale (TMS)

Este instrumento de medida, en su versién actual, consta de 13 items (74), puntuados a través
de una escala tipo Likert que va desde “en absoluto” hasta “bastante” con items como:
“Estuve receptivo al observar pensamientos o emociones desagradables sin interferir con

ellos” (perteneciente al factor de descentralizacién) o “Tenia curiosidad sobre lo que podria
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aprender sobre mi, mediante percatarme de mi reaccidon a ciertos pensamientos,

sentimientos o sensaciones” (perteneciente al factor de curiosidad).

Esta escala fue la primera hasta ese momento en medir mindfulness como estado en vez de

como una variable estable de la mente. Contempla dos factores: curiosidad y descentracidn.
El cuestionario de atencidn plena de cinco facetas (FFMQ)

FFMQ por sus siglas en inglés Five Facets Mindfulness Questionnaire. Este cuestionario consta
de 39 elementos (66) que evaltian cinco facetas de la atencién plena. Los items se califican
usando una escala de Likert que va desde “nunca o muy raramente cierto” a “muy a menudo
o siempre cierto”. Una puntuacidon mas alta significa mayores habilidades de atencidn plena
autoinformadas. Las cinco facetas evaluadas son: la observacién (notar o atender
experiencias internas y externas, como sensaciones, pensamientos o emociones), describir
(etiquetar experiencias internas con palabras), actuar con conciencia (centrandose en las
actividades en el momento presente en lugar de comportarse en piloto automatico), no juzgar
la experiencia interna (adoptar una postura no evaluativa hacia los pensamientos vy
sentimientos) y la no reactividad a la experiencia interna (permitir que los pensamientos y
emociones aparezcan y desaparezcan sin quedar atrapados en ellos o dejarse llevar por ellos).
La versidon en espafiol del FFMQ ha sido validada y muestra buena consistencia interna y

fiabilidad (75).
Southampton Mindfulness Questionnaire (SMQ)

Este cuestionario consta de 16 items (76) y presenta una estructura unidimensional de
mindfulness, pero se pueden identificar items orientados a la medicion de la atencién y la
toma de conciencia y otros relacionados con la aceptacidon y no enjuiciamiento de la

experiencia.

Esta escala posee cuatro dimensiones de mindfulness medidas enfrentando opuestos: 1)
observar con atencion plena versus estar perdido en reacciones ante cogniciones, 2) permitir
que la atencién se centre en cogniciones de aversidn versus evitaciéon de la experiencia, 3)
aceptacion de pensamientos sobre uno mismo versus enjuiciamiento, 4) dejar pasar y no ser
reactivo con respecto a cogniciones disruptivas versus accion cognitiva de rumiar o

preocupacion.
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Philadelphia Mindfulness Scale (PHMLS)

Esta escala consta de 20 items (64), puntuados a través de una escala tipo Likert de cinco

puntos que van desde “nunca” a “muy a menudo”.

Estd compuesta por dos subescalas: 1) la conciencia en el momento presente, con items como
" . . . ”n

Cuando hablo con otra persona, soy consciente de sus expresiones faciales y corporales”.
Esta subescala mide la capacidad de ser consciente de los pensamientos, sensaciones
corporales, emociones y percepciones. 2) Aceptacion, con items como “Hay cosas sobre las
gue intento no pensar”. Esta subescala se centra en la medicién de la evitacidén experiencial

con una puntuacion inversa.

3.2.4 Mindfulness como practica

Mindfulness como practica, hace referencia a los ejercicios que se realizan en las diferentes
técnicas de meditacidon, estrategias complejas de regulacidn emocional y atencional
desarrolladas para diversos fines, incluido el cultivo del bienestar y el equilibrio emocional

(14).

En la practica de la atencidn plena se intenta mantener la atencidén en la experiencia tal y
como es en el momento presente, manteniendo una atencion flexible a los eventos que se
dan durante la practica. Esta flexibilidad atencional se logra estabilizando en un inicio la
atencién en un objeto principal, como puede ser la respiracién, para poco a poco expandir el
campo de conciencia a mas objetos atencionales, hasta incluir todos los eventos fisicos y

mentales tal y como surgen en cada momento (77).

Para desarrollar la habilidad de mindfulness es necesario un entrenamiento con una practica
regular mediante la meditacion formal, pero también debe darse una predisposicidn
intencionada a dirigir la atencion al momento presente durante las actividades cotidianas del

dia a dia, con la practica llamada informal (55).
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A) Practica formal

Mindfulness se estructura a partir de una serie de practicas que forman parte del
entrenamiento de la atencién plena. Este tipo de practica sistematica consiste en un ejercicio
activo de atencion consciente y meditacion. Se usan diferentes técnicas, que mantienen la
presencia en el instante presente a lo largo de un tiempo fijado de antemano, con una

frecuencia marcada y con unas instrucciones concretas para el tipo de practica que se realice.

Otro de los objetivos de este tipo de practica es transferir las habilidades adquiridas en el
entrenamiento de la atencién plena con la prdctica formal a la cotidianidad, es decir, a la

actividad rutinaria del dia a dia.

Mindfulness cuenta con una serie de practicas formales basicas. Siguiendo la divisidn
realizada por Garcia-Campayo (78) se van a presentar las diferentes practicas formales de

mindfulness en dos grandes grupos: las practicas nucleares de mindfulness y las accesorias.

A.1. Practicas formales nucleares y habilidades que desarrollan

En las practicas formales mas importantes de mindfulness se entrena la atencidén utilizando
un anclaje, que va cambiando en la practica (respiracion, sonidos, sensaciones y movimientos
corporales), pero que siempre tienen en comun que esta situado en el cuerpo. Los diferentes
tipos de anclaje nos permiten entrar en contacto con distintos tipos de experiencias y nos
ofrecen la posibilidad de practicar diferentes técnicas, siempre con la misma actitud de
aceptacion, apertura y curiosidad. En cada una de las practicas especificas de mindfulness, el
objetivo es desarrollar ciertas habilidades concretas. A continuacidn, se presenta un resumen
basandonos en los libros fundamentales de Kabat-Zinn, Williams et al. y Segal et al.

(55,56,79,80).
Practica de la uva pasa

En esta practica principal de mindfulness se intenta experimentar la diferencia entre la
conciencia atenta y el piloto automatico. Permite tomar conciencia de la experiencia

momento a momento, involucrando a todos los sentidos. La practica de la uva pasa ayuda a
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desarrollar la curiosidad como actitud y nos muestra la importante conexién entre cuerpo y

emociones, ya que la comida es un proceso frecuentemente emocional.

A través de esta practica se muestra cémo la atencidn permite que descubramos cosas que

no habiamos visto anteriormente y es capaz de transformar la experiencia.

Este ejercicio permite descubrir que el aprendizaje que desarrollamos es extrapolable a
cualquier otra actividad, lo que nos permitira manejarnos mejor con las dificultades

habituales de la vida diaria (55,79).

Meditacion sentada

Dentro de la meditacion sedente, el foco de atencidon puede variar. Las habilidades que se
busca desarrollar en cada una de las variantes de esta practica se explican a continuacién

(55,56,80).

Mindfulness en la respiracion: La practica en la respiracidn es una de las técnicas mas usadas
de mindfulness. La propia respiracion es utilizada como anclaje de la atencion y se basa en
observar las sensaciones y experiencias que surgen mientras respiramos en el momento
presente. Existen tres posibles puntos de anclaje en la practica de la respiracién: el primero
son las fosas nasales, donde la atencidn se sitla en los orificios nasales y el anclaje es la
sensacion fisica del aire pasando por ellos. El segundo punto de anclaje de la respiracién es el
pecho, donde la atencion se suele situar en el centro del esternén y el anclaje es el
movimiento del pecho durante la respiracion. El tercer punto de anclaje es el abdomen, en
este punto la atencion suele situarse por debajo del ombligo y el anclaje consiste en el

movimiento del abdomen mientras se respira.

En la practica de la respiracidn se desarrolla la habilidad de anclarse al momento presente,
las sensaciones llenan la mente y no dejan espacio al didlogo interno, siempre centrado en el
pasado o en el futuro. Este proceso ayuda a manejarse habilmente con la mente errante, a
reenfocar la atencién, a cambiar el modo mental y a descentrarnos respecto a los habitos de
la mente. La respiracién es un anclaje neutro, por lo que facilita la estabilidad y el
asentamiento de la mente. Al ser un proceso repetitivo, ayuda a la apertura a la experiencia
y la curiosidad sobre los sutiles cambios que ocurren en cada respiracion, percibiendo como

cada inspiracidn y cada espiracion se diferencian de la anterior. Otra habilidad que se entrena
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con esta practica es la compasion, al no haber juicio en mindfulness y al mantener una actitud

amable hacia la mente, ayuda a ser mas compasivo con uno mismo y a disminuir la autocritica.

Mindfulness en la postura: En la practica de mindfulness basada en la postura se utiliza el
anclaje en el momento presente a través de las sensaciones corporales. Al focalizarse en ellas,
permite a la mente desengancharse de cualquier actividad mental previa. Focalizar la
atencion en la postura al inicio de la practica y establecer la intencion de la practica permite
cultivar de forma intencional el paso del modo hacer, habitual en la vida diaria, al modo ser,
propio de la meditacién. Aprender a hacer esta transicion de forma adecuada permitird
realizarla con frecuencia en el dia a dia. Esta practica permite sentir la conexién entre el
cuerpo y la experiencia emocional. Adquirir la postura de meditacion trae a la mente las
cualidades de dicha postura: estabilidad, tranquilidad, apertura, confianza. Lo mismo ocurre
con cualquier otra postura que se adquiera y, viceversa, toda emocién tiene un correlato

corporal.

Mindfulness en las sensaciones corporales: Una de las habilidades claves que se entrena en
esta practica es la de aumentar la conciencia corporal, conectando mente y cuerpo. El cuerpo
es el lugar donde la experiencia se expresa en el momento presente. Por ello, aprender a
observar la sensacion corporal de las experiencias agradables, desagradables y neutras, y
llegar a conocer la forma en la que nuestro cuerpo experimenta cada una de estas emociones
ayuda a detectarlas de forma precoz. En este proceso pueden surgir estimulos que produzcan
aversién. Cuando estos son percibidos, tendemos a eliminarlos o apartarlos. Lo importante es
aprender a detectarlos e intentar evitar el impulso de actuar. Esto produce un cambio de
perspectiva, la aceptacidén, que proporciona una mayor libertad respecto a lo que pasa

después.

Mindfulness en los sonidos: Esta practica consiste en observar el flujo natural de la
experiencia. No hay forma de suprimir los sonidos o manipularlos, lo que si podemos hacer
con otros fendmenos mentales como sensaciones corporales, pensamientos o emociones.
Estar con los sonidos nos permite estar con la experiencia de forma natural. Darse cuenta de
gue de forma natural etiquetamos los sonidos y reaccionamos ante las etiquetas, no a la
vibracidon pura. Esto nos permite ver el mismo fendmeno, aunque mdas complejo, con

pensamientos y emociones. Cultivar el estar completamente con la experiencia a la vez que
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tomamos la perspectiva del observador es el objetivo de mindfulness ante las experiencias y

los sonidos. Son una puerta hacia esta forma de ver el mundo.

Mindfulness en los pensamientos y emociones: Esta practica ayuda al entrenamiento en el
descentramiento de los pensamientos y emociones, aprender a convertirse en el observador

para poder dejar mas espacio y actuar sin estar condicionado por ellos.

Observar el espacio en el que surgen los pensamientos, las etiquetas que les asociamos y
como podriamos focalizarnos solo en sus cualidades sensoriales. Igual que somos conscientes
de que los sonidos no los generamos nosotros, solo los percibimos, lo mismo deberiamos
hacer con los pensamientos. La mayoria de los pensamientos no son voluntarios, los genera

la mente y, por tanto, no deberiamos apropidrnoslos o creérnoslos.

Uno de los aprendizajes claves de esta prdactica es observar los patrones mentales recurrentes
y como se desarrollan. Mindfulness nos permite ver patrones repetidos de pensamientos y
emociones que se perpetlan y que pueden llegar a detectarse en fases tempranas para evitar

que ocurran.
Escaneo corporal

En la practica del escdner corporal, el anclaje para mantener la atencidén en el momento
presente son las sensaciones de cada parte de nuestro cuerpo, que son analizadas con detalle
y progresivamente durante la técnica, manteniendo una actitud de apertura y aceptacion

hacia lo que surge. Se trata de escanear con la mente todo el cuerpo con atencion plena (78).

El objetivo del escaneo corporal no es la relajacién, aunque suele aparecer de forma
secundaria, sino la toma de consciencia de las sensaciones corporales, es decir, desarrollar la
conciencia corporal. En la practica se busca traernos al momento presente, donde siempre
estd el cuerpo, por lo que poner la atencién en él permite abandonar el didlogo interno,
situado generalmente en el pasado o el futuro y traernos al aqui y al ahora. La experiencia
directa permite percibir de forma diferente las sensaciones agradables, desagradables y
neutras, que comprenden todo el rango de la experiencia. Y comprobar cdmo nos apegamos

a las agradables y rechazamos las desagradables (55,79,80).
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El escaneo ensefa a dirigir atencién de forma intencional y a cambiar el foco, fuerza a
conectar y desconectar la atencién de las diferentes partes del cuerpo y a cambiar el foco
desde un angulo cerrado (atencion muy focalizada, por ejemplo, en las fosas nasales) a un
angulo abierto (por ejemplo, atencion a todo el cuerpo), lo que entrena el “musculo” de la

atencion (55,79,80).

Frecuentemente, juzgamos nuestros pensamientos y emociones considerando que son
equivocados, anormales o inaceptables. De esta forma intentamos suprimir estos
pensamientos o reaccionamos con malestar o somnolencia. Es importante observar los
patrones mentales habituales. En mindfulness, la recomendacién cuando aparece la mente
errante es darse cuenta de que estamos divagando y volver amablemente al punto de anclaje,
aprendiendo con la practica a manejarse de forma habil con la mencionada mente errante

(55,79,80).

Una de las habilidades mas importantes que desarrolla el escaneo corporal es la aceptacion.
Ayuda a hacerse consciente de las sensaciones que se experimentan en la practica sin querer
cambiarlas y a aceptar el cuerpo sin desarrollar sentimientos de critica o verglienza hacia él.
También se conecta con una sensacién de compasién y calidez hacia nosotros mismos y hacia

nuestro cuerpo, desarrollando la atencién compasiva (55,79,80).
Practica de los 3 minutos

Es la practica formal mas breve y sencilla y, por tanto, la mas adecuada para emplearla como
base de la practica regular rutinaria. Debido a su acercamiento hacia la cotidianidad, se podria

decir que esta prdctica se encuentra ubicada entre la practica formal e informal.

Inicialmente suele utilizarse para romper el piloto automatico e incluir periodos de atencién

plena durante el dia.

La practica de los tres minutos tiene como objetivo generalizar la practica a la vida diaria. Esto
incluiria aspectos como: a) integrar la practica en la rutina diaria; b) hacerse consciente de si
la mente estd en modo ser o en modo hacer y poder cambiarlo a voluntad; c) desarrollar
atencion y curiosidad hacia nuestro estilo de vida y patrones mentales; d) enfrentar de un

modo mas adecuado y consciente el momento siguiente; e) ser un recordatorio sobre la
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posibilidad de que el cuerpo sea “una ventana de la mente”; es decir, el cuerpo como

barémetro de nuestras emociones (56,79).

Por otro lado, esta técnica busca desarrollar flexibilidad sobre dénde situamos la atencion: la
atencién puede ser de foco amplio o cerrado, puede engancharse o desengancharse al objeto,
puede centrarse en varios aspectos de la experiencia, etc. Esto incluiria: a) usar foco abierto
para ver lo que ocurre en la mente; b) usar foco estrecho, como la respiracién, para asentar
la atencion y anclarla en el momento presente, desenganchandola del modo hacer; c) usar
foco amplio para anclar la atencion en el presente y a la vez abrirse a una perspectiva amplia

del momento presente (56,79).

Por ultimo, ayuda a ver diferentes formas de relacionarse con la experiencia que incluiria
aspectos como: a) comprender que, gracias a la atencién, siempre tenemos eleccidn para
actuar de una forma u otra; b) cultivar la atencién de lo que esta ocurriendo; c) dar un paso
atrds para observar lo que esta ocurriendo; y d) afrontar la experiencia desde una perspectiva

mas desapegada (56,79).

A.2. Practicas formales accesorias de mindfulness
Practica de caminar con atencion plena

En esta practica, el anclaje para llevar nuestra conciencia al momento presente son las
experiencias y sensaciones que se producen al caminar sabiendo que se estd caminando. Es

decir, caminar con atencién plena.
Practica de mindfulness en los movimientos corporales

La practica de ejercicios corporales con atencidn plena utiliza los movimientos del cuerpo
como anclaje para una observacidn consciente del momento presente. Se pueden utilizar
movimientos de diferentes disciplinas mente-cuerpo como el hatha yoga, taichi, chi kung o
artes marciales. Lo ideal de esta técnica es armonizar cada movimiento o postura con el ritmo
normal de la respiracion, tratando de integrar las dos acciones en un entorno natural y

consciente, explorando cada sensacidn nueva que se presenta.
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Una de habilidades a desarrollar en la practica de mindfulness en movimiento y mindfulness
caminando es aprender a traer la atencién al cuerpo, lo que permite: a) aprender como las
emociones aparecen en el cuerpo, de modo que podamos detectarlas rapidamente y ver que
la respuesta es distinta, dependiendo de que las experiencias sean agradables, desagradables
o neutras; b) deconstruir las experiencias en sensaciones corporales, pensamientos y
emociones y aprender a no evitar una experiencia desagradable manteniéndonos cercanos al

cuerpo (55,56,80).

Nuestro cuerpo frecuentemente esta en movimiento, por lo que los movimientos mindful son
un puente entre la meditacion formal y la meditacion informal. Esta practica nos ayuda a
experimentar la atencion al cuerpo en movimiento y a aprender cémo nos conecta con la vida

diaria (55,56,80).

La prdactica de estas dos técnicas ayuda a experimentar la aceptacién en el momento presente,
incluyendo experiencias como el dolor y la enfermedad. Especialmente en mindfulness
caminando, es importante aprender a trabajar sin una meta (en esta prdactica no vamos a

ningun sitio, no hay un objetivo concreto) y por lo tanto a desarrollar la paciencia (55,56,80).

Una vez expuestas las diferentes practicas formales, a continuacién, se presenta una
comparativa basada en diferentes estudios que han intentado analizar los beneficios de las
diferentes practicas. En ellos se ha observado que existen unos beneficios comunes a todas
las prdcticas pero que también hay efectos especificos de cada una de ellas, por lo que su uso

deberia ser diferente en cada contexto.

Sauer-Zavala et al. (81) compararon 3 practicas de mindfulness utilizadas por estudiantes

universitarios (ver Tabla 3.3).

En otro de los estudios, Kok y Singer (82) compararon 4 intervenciones entre si. Las cuatro
practicas aumentan la energia, el afecto positivo y la focalizacidn en el presente y disminuyen

la distraccién de pensamientos (ver Tabla 3.4).
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Tabla 3.3 Beneficios diferenciales de distintas practicas de mindfulness segun el estudio de

Sauer-Zavala et al.

BENEFICIOS COMUNES PRACTICA BENEFICIOS DIFERENCIALES

Escaneo corporal Mayor regulacién emocional

Incrementar la capacidad de describir la
ropia experiencia L .
prop P Mayor regulacién emocional
Incrementar la autocompasion Mindful yoga . .

P iful yog Mayor incremento del bienestar

. L sicolégico
Incrementar el bienestar psicolégico P &

Disminuir las rumiaciones

Mayor tendencia a una actitud no

Meditacion sentada .
evaluativa

Fuente: Garcia-Campayo y Demarzo (83) a partir de Sauer-Zavala et al. (81)

Tabla 3.4 Beneficios diferenciales de distintas practicas de mindfulness segun el estudio de

Kok y Singer

BENEFICIOS COMUNES PRACTICA BENEFICIOS DIFERENCIALES

Mayor incremento en consciencia
interoceptiva

Escaneo corporal
Mayor decremento en contenidos
del pensamiento

Aumentan la energia

Mindfulness

Aumentan el afecto positivo .
en la respiracion

Ningun beneficio especifico

Aumentan la focalizacion en el
presente

Mayor incremento en

Observaciéon de pensamientos .
metacognicion

Disminuyen la distracciéon de
pensamientos

Mayor incremento de
pensamientos positivos
Bondad amorosa
Mayor incremento de calidez hacia
otros

Fuente: Garcia-Campayo y Demarzo (83) a partir de Kok y Singer (82)
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B) La practica informal

La practica informal se refiere a aplicar intencionalmente la atencion plena a las actividades
diarias como lavar los platos, cocinar o conducir (55). Cualquier actividad del dia a dia puede
ser empleada para el desarrollo de mindfulness, lo importante es la intencidn previa, el deseo

de practicar antes de realizar la accidn y la actitud de atencidn plena mientras se realiza (84).

La practica informal puede ser conceptualizada como una forma de llevar la atencion mas
irectamente a las situaciones de la vida cotidiana, lo que permite al individuo aplicar
direct t I t de la vid tid I te al individ I
mindfulness en las situaciones dificiles del dia a dia (55). Algunas de las indicaciones de las
practicas informales serian: “notar el propio cuerpo mientras andamos”, “hacerse consciente
de los pensamientos y emociones mientras lavamos los platos” o “llevar la atencién a la

respiracion cuando nos despertamos” (85).

Con la forma de vida tan agitada que llevamos hoy en dia resulta complicado en ocasiones
encontrar el tiempo necesario para la practica formal. Por ello la practica informal cobra

importancia al ser mas flexible a las circunstancias vitales de cada persona.

En algunos protocolos de terapias de tercera generacidn como la Terapia de Aceptacion y
Compromiso (ACT) (86), la Terapia Dialectico Conductual (DBT) (87) o la Terapia Conductual
Basada en Aceptacién (ABBT) (88), o en los denominados protocolos de mindfulness de
segunda generacion, como Meditation Awareness Training (MAT) (89), la practica informal
cobra relevancia siendo considerada como mas importante que la propia practica formal, ya
gue este tipo de practica se adapta con mayor facilidad a la forma de vida de cada persona.
Los estudios demuestran que la practica informal ayuda a aumentar los niveles de

mindfulness y el bienestar psicoldgico (84).

3.2.5 Mindfulness como estado de la mente

Define un estado o rasgo de la mente humana que estd presente en todos los seres en mayor
o menor medida. Este rasgo se refiere a un estado de conciencia de observacién, no reactivo,
sin juicio y con aceptacidén de la experiencia tal y como es en el momento presente, como la

define Kabat-Zinn (90): “conciencia que surge de prestar atencién, de forma intencional a la
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experiencia tal y como es en el momento presente, sin juzgarla, sin evaluarla y sin reaccionar

aella”.

Este rasgo puede cultivarse a través de la prdactica regular de la meditacidn produciendo un

aumento de cualidades positivas como la conciencia, la compasion y la ecuanimidad (66).

A continuacion, se va a presentar un resumen de las funciones bdsicas y los puntos

fundamentales a tener en cuenta en toda definicion de mindfulness.

Bishop et al. (60) destacan que es necesaria la existencia de unos elementos claves para poder
crear una definicién operativa de mindfulness. Estos elementos son: 1) atencion sostenida y
reenfoque de la atencién; 2) habilidad de metacognicién; 3) toma de conciencia objetiva (sin

juicio); 4) actitudes psicoldgicas de apertura y aceptacion.

Utilizando estos elementos, Bishop et al. (2004) (60) desarrollan la siguiente definicion de
mindfulness: “un proceso de regulacion de la atencidn en el que se emplea una cualidad de
conciencia que no elabora pensamientos sobre la experiencia que ocurre en el momento
presente y se despliega una relaciéon con la propia experiencia con una orientacién de

curiosidad, de apertura y aceptacidn de la que se obtiene un autoconocimiento”.

Esta definicion se centra en dos componentes principalmente: el primero, se refiere a la
autorregulacion de la atencidn y el segundo, hace referencia a una actitud ante la experiencia

de curiosidad, apertura y aceptacion (60).

El proceso de mindfulness comienza con la toma de conciencia de la experiencia que surge en
el momento presente, observandola como meros observadores y prestando atencidn a los
cambios que van surgiendo sin necesidad de responder ante ellos. Esta atencién sostenida y
activa se desarrolla y perfecciona con el entrenamiento de técnicas basadas en mindfulness,
como la atencion a la respiracidn, a las sensaciones corporales o a los sentidos. Los
pensamientos, emociones y otras sensaciones que surjan durante la practica, son vistos como

meros estimulos y no como distractores u objetos de conciencia.

Cuando nos hacemos conscientes de que hemos perdido el foco de atencidn y la mente divaga

o ha tomado conciencia de otros estimulos, como pensamientos o emociones en los que
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gueda atrapada, elaborandolos, aparece el reenfoque de la atencién, llevdndola de nuevo a

la respiracidn o al objeto principal de atencion seleccionado.

Durante este proceso de autorregulacion, la mente no elabora a partir de los pensamientos o
emociones. Los fendmenos mentales que surgen durante la practica son considerados como
meros objetos de observacidon y no como distracciones de la atencidn. Los fendmenos que
han surgido en nuestro campo de conciencia son identificados de manera amable pero no se

da una valoracién cognitiva de ellos. (60) (ver Figura 3.1).

Figura 3.1 Esquema del proceso de autorregulacién

centrar la atencion

en la respiracion

la mente divaga y se
pierde el foco en la
respiracion

redirigir la atencién reconocer el foco de

a la respiracion atencién actual

Fuente: Elaboracién propia a partir de Bishop et al. (60)

Como se ha comentado anteriormente, el segundo punto de la definicion de Bishop et al. (60)
hace referencia al mantenimiento de una actitud de curiosidad, apertura y aceptacion de la

experiencia. Sin juzgar la experiencia que surge sea cual sea.

Para estos autores, mindfulness implica incrementar el autoconocimiento de la naturaleza de

los pensamientos y su relacién con las emociones.
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Partiendo de esta propuesta, Germer y Bishop et al. (43,60) proponen 3 elementos claves de

mindfulness. Estos son: conciencia, experiencia presente y aceptacion.

Conciencia

Segln Germer son necesarios tres aspectos para cultivar la conciencia.

Parar: Ser conscientes de la corriente de vida en la que vivimos, funcionamos siempre en
piloto automatico, enredados en la cadena automatica de pensamientos y guiados por la
persecucidon constante de objetivos. Solemos aferrarnos con fuerza a los eventos felices o
sensaciones positivas y tendemos a rechazar o huir de las experiencias que etiquetamos como
negativas. Aprender a soltar nuestros esfuerzos por conseguir metas deseadas y evitar

experiencias desagradables ya que nos alejan del momento presente.

Observar: En la practica de mindfulness se observa la experiencia que surge momento a
momento sin reaccionar a ella, tomando conciencia de lo que acontece, pero como meros

observadores.

Retornar: Durante este proceso de atencién aparecen fendmenos mentales que pueden
atrapar nuestra atencion. Lo importante es hacerse consciente de que la mente esta
divagando y, de manera amable, focalizar la atencidén de nuevo en un punto concreto, como

la respiracidn, el cuerpo o los sentidos.

Experiencia presente

La practica de mindfulness entrena la capacidad de mantener nuestra atencién en el
momento presente, regulando nuestra atencidn y reorientandola a la experiencia presente
cuando la mente vague y se pierda en elaboraciones mentales del pasado, del futuro e incluso

del presente.

Aceptacion

La clave de la aceptacidon es que es el medio para recibir nuestra experiencia sin juicio o
preferencia, con una actitud de curiosidad y amabilidad. La forma en la que vivimos las

experiencias del momento presente depende de cémo las recibimos y de nuestra actitud.
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Germer explica que puede darse uno de los componentes sin que se den obligatoriamente
los demas, pero que para que ocurra la experiencia de mindfulness es necesaria la interaccion

interdependiente de los tres componentes.

Garcia Campayo (83) hace otra propuesta de los elementos bdsicos que deben ser incluidos

en la definicién de mindfulness como estado de la mente.
La capacidad de estar atento

Atento y perfectamente centrado en la experiencia que se esta viviendo en el momento, sin

estar distraido con elementos externos, pensamientos, etc.
En el presente

En el entrenamiento de mindfulness se esta centrado exclusivamente en el fendmeno del
momento presente ya que también se puede estar prestando atencion, como dice el punto
anterior, pero no en el momento presente. Por ejemplo, cuando nos quedamos anclados en
una situacion del pasado (fendmeno relacionado con la depresidn), o temiendo una situacién

del futuro (relacionado con la ansiedad).
De manera intencional

Sobre todo, cuando se empieza a practicar mindfulness, supone un ejercicio de voluntad. Con

el tiempo, el proceso se vuelve mds natural y se puede estar en ese estado mads tiempo.
Con aceptacion

Sin juzgar, sin criticar o estar a disgusto con la experiencia presente. Aceptacion no significa
resignacion o pasividad, aceptacién es una actitud de apertura y curiosidad, sin critica ante la

experiencia.

Por otra parte, Santorelli y Kabat-Zinn (91) proponen un conjunto de actitudes psicoldgicas
gue formarian parte del estado de mindfulness. Todas ellas se pueden entrenar con la
practica regular. Estas actitudes son: ecuanimidad, paciencia, mente de principiante,
confianza, no hacer, aceptacidon y dejar ir. A continuacidn, un pequefio resumen de las

diferentes actitudes.
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Ecuanimidad (nonjudging)

En la corriente de vida del dia a dia no somos conscientes de cdmo juzgamos todas nuestras
experiencias. Ante cualquier evento vivido reaccionamos juzgando como “bueno” o “malo”,
como “me gusta” o “no me gusta”, categorizando y etiquetando lo vivido. Lo importante es
hacerse consciente de esta actitud enjuiciadora para poder incidir sobre ella, desarrollando

una actitud ecudnime que nos deriva a una no identificacidon con el evento.

Paciencia

Aceptar el hecho de que a veces las cosas ocurren a su propio ritmo y tiempo, tener paciencia

con la propia mente, cuando esta agitada durante el entrenamiento de la atencion plena.

Mente de principiante

Ver las cosas como un nifio, observando los detalles, viviéndolo como si fuera la primera vez.
Ninguna experiencia es igual a la anterior, cada momento es Unico. Esta actitud permite estar
receptivo, incluso en las tareas rutinarias a las que normalmente no prestamos atencion,

permitiendo abrir la mente a nuevas posibilidades.

Autoconfianza

Confianza en uno mismo como parte fundamental de la practica de meditacion. Se basa en

entender nuestra propia capacidad y potencial para poder desarrollarlo.
No hacer

“Intentar menos y ser mas”, no buscar objetivos como en la practica. Nuestra forma de vida
se rige por la busqueda de objetivos constante y desde la prdactica de la atencidn plena se

propone abandonar esta corriente y simplemente practicar.

Aceptacion

No oponer resistencia al fluir de la vida. En la vida cotidiana desperdiciamos mucha energia
intentando cambiar lo que ya ha sido o lo que no se puede cambiar. La aceptacion implica ver

las cosas tal y como son en cada instante.

Mindfulness



Dejar ir

Crear una experiencia de desapego, sin aferrarnos a los pensamientos, emociones o
sensaciones. Con esta actitud eliminamos la tendencia a aferrarnos a las experiencias
positivas, como la tendencia a la evitacidon ante las experiencias negativas. Simplemente se

observa sin aferrarnos lo que ocurre y se deja ir.

De estas actitudes propuestas por Santorelli y Kabat- Zinn (91), solo algunas han sido

evaluadas empiricamente, entre ellas el no-juicio (66) o la aceptacion (71).

3.2.6 Mindfulness como intervencion

Mindfulness es una intervencidn utilizada en la psicoterapia de tercera generacidn que posee
una base cientifica solida. Estas terapias que surgen hacia 1990, reformulando y sintetizando
las generaciones previas de las terapias cognitivo-conductuales, se caracterizan por estar
menos focalizadas en reducir los sintomas psicoldgicos, ya que eso lo consideran un beneficio
colateral. Las terapias de tercera generacion estan fundamentadas en una aproximacion
empirica y enfocadas en los principios del aprendizaje. Estan basadas en un modelo
contextual, alternativo al modelo biomédico, modelo que tiene tres dimensiones que se

refuerzan mutuamente: entorno, relacion terapéutica y persona (92,93).

Las terapias de tercera generacion tienen en comun diferentes mecanismos de cambio. La
aceptacion, es uno de los elementos centrales en todas estas terapias. El objetivo de la
aceptacidon es cambiar la relacién que tiene el sujeto con las conductas problematicas y
aceptar los pensamientos negativos sin necesidad de cambiarlos. Este proceso ayuda a
disminuir la evitacion experiencial y a incrementar la flexibilidad psicolégica. Otro de los
elementos comunes dentro de las terapias de tercera generacion, es la focalizacion en el
momento presente. La atencién al momento presente permite una reduccion y prevencién
del pensamiento rumiativo y una mayor conciencia de las interacciones terapéuticas.
Ademds, utilizan estrategias conductuales cldsicas para ayudar a los individuos a realizar el

cambio conductual para aproximarse a sus valores.
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Segun Dimidjia et al. (94), desde 2004 a 2015, el concepto de terapias de tercera generacion
se ha ligado a diferentes técnicas, de las cuales algunas cuentan con un gran apoyo sobre su
inclusién en este grupo y sin embargo hay otras que generan mas debate sobre su inclusion.
Dentro de aquellas con gran apoyo estdn la terapia de aceptacién y compromiso (ACT) (95),
la terapia dialéctico conductual (DBT) (87), la psicoterapia analitica-funcional (FAP) (96), la
terapia de activacién conductual (Extended Behavioral Activation - BA) (97) y la terapia

cognitiva basada en mindfulness (MBCT) (56).

Con respecto al grupo de intervenciones que no cuentan con un acuerdo claro sobre su
inclusion dentro del concepto de terapias de tercera generacion podemos encontrar el
sistema de analisis cognitivo conductual de psicoterapia (Cognitive Behavioural Analysis
System of Psychotherapy, CBASP) (98), la terapia centrada en la compasion (Compassion-
focused Therapy - CFT) (99), la técnica de reduccidn del estrés basada en mindfulness (MBSR)
(77), la prevencién de recaidas basado en mindfulness (Mindfulness-Based Relapse
Prevention - MBRP) (100), el entrenamiento en la alimentacién consciente (Mindfulness-
Based Eating Awareness Training - MB-EAT) (101), la terapia metacognitiva (Metacognitive
Therapy - MCT) (102) o la terapia conductual integrativa de pareja (Integrative Behavioural

Couple Therapy - IBCT) (103).

Algunos de los términos y técnicas de mindfulness provienen de las tradiciones religiosas
orientales, pero este se ha despojado de toda reminiscencia religiosa, entendiéndose como
la habilidad psicoldgica de enfocar la atencidn. Como hemos visto anteriormente, consta de
dos componentes centrales: el primero, la regulacién de la atencidn para centrarse en lo que
surge en cada instante; y el segundo, la actitud de aceptacién y apertura hacia esa experiencia

ya sea agradable o desagradable (104).

En 1979 se fundd el Center for Mindfulness, en la Universidad de Massachusetts (Estados
Unidos), por parte de Jon Kabat-Zinn, donde se desarrollé la intervencidn de reduccion del
estrés basada en la atencion plena (MBSR) (77). La importancia de este manual no radica solo
en la creacion del protocolo, sino que es un acercamiento de las tradiciones orientales
(concretamente la budista), al plano cientifico. Esto supone un importante avance en el
desarrollo de mindfulness en occidente y como técnica psicoldgica. A partir de esta gran

aportacién se han ido desarrollando otros protocolos y técnicas basados en mindfulness.

Mindfulness



A continuacidn, se presenta un resumen de los principales protocolos basados en la atencién

plena.
Protocolo para la reduccion del estrés basado en mindfulness (MBSR)

Desarrollado por Kabat-Zinn (55,77). EI MBSR es un programa intensivo y estructurado. Este
protocolo es el mas utilizado tanto en el dmbito clinico como en investigacién. Fue
desarrollado como tratamiento complementario en los pacientes de dolor crénico que no

responden bien a los tratamientos médicos.

El programa se desarrolla en ocho sesiones de dos horas o dos horas y media de duracion,
con una frecuencia semanal. Adema3s, alrededor de la sexta semana, se realiza un dia de retiro

de unas ocho horas de duracion.

Los grupos de MBSR suelen ser de unas 30 personas. Se recomienda realizar trabajo en casa
de unos 45 minutos de practica diaria de mindfulness. A los participantes se les facilita

material y audios para poder realizar esta practica en su hogar.

Las principales practicas que incluye el MBSR son: la practica de la uva pasa, meditacién
sentada, body scan o escaneo corporal, hatha yoga, mindfulness caminando y la practica de
los tres minutos, que permite parar y prestar atencidén durante el dia a dia. En estos ejercicios
lainstruccidn basica es llevar la atencién a un punto de anclaje, como puede ser la respiracion,
y hacerse consciente de la experiencia en el momento presente, tal y como es. La segunda
instruccién basica es hacerse consciente de cuando la mente vaga, cuando surgen
pensamientos, emociones, etc., observarlos sin juicio, y con amabilidad volver una y otra vez

al punto de anclaje, sin dejarse atrapar por el contenido de los fendmenos mentales (77).

El MBSR enseiia a observar los eventos tanto internos como externos de forma no reactiva,
sin emitir juicios y con aceptacién. La reduccién de los sintomas de estrés no es la finalidad
de los programas de MBSR, sino cambiar la forma en la que los fendmenos mentales
estresantes son experimentados, creando una mayor conciencia y aceptacion ante los
eventos del dia a dia ya sean positivos o negativos. Con esta aceptacidon se reduce la
reactividad emocional y mejora la evaluacién cognitiva, lo que facilita un mayor bienestar

psicoldgico.
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Las investigaciones realizadas con programas de MBSR sugieren que puede ayudar a reducir
moderadamente el estrés, la depresidon y la ansiedad y mejorar la calidad de vida y el
funcionamiento tanto a nivel fisico como mental en una serie de trastornos como el dolor
crénico, las enfermedades cardiovasculares, el cancer, la depresién y los trastornos de
ansiedad (105). También puede ser una intervencion preventiva para adultos y nifios sanos

(106).
Terapia cognitiva basada en mindfulness (MBCT)

Desarrollada por Segal et al. (56), partiendo del programa MBSR, consideraron que al afiadir
a dicho programa algunas técnicas cognitivas, el resultado podria ser util para el tratamiento
de la depresidon mayor recurrente. Sugirieron que los pacientes con depresion sufren recaidas
porque los estados disfdricos leves reactivan los pensamientos depresivos disfuncionales

provocando asi una recaida.

La estructuracion del programa es de ocho sesiones y el contenido se solapa en su gran
mayoria con el programa MBSR. La parte en la que se diferencian son los elementos de
psicoterapia cognitiva, facilitando una no identificacion con los eventos mentales, emociones
0 sensaciones corporales. El objetivo es que puedan prevenir los patrones rumiativos. Para
ello deben hacerse conscientes de sus pensamientos y sentimientos sin juzgarlos, viéndolos
como simples fendmenos mentales que aparecen y desaparecen pero que no nos definen,

que no somos nuestros pensamientos.

El MBCT esta siendo utilizado para el tratamiento de multiples patologias como el trastorno
bipolar, dolor crénico, trastorno de ansiedad generalizada, hipocondria y trastorno por déficit
de atencidon e hiperactividad en adultos, mostrando muy buenos resultados. En el
metaanalisis de Kuyken et al. (107) se evidencia que el protocolo de MBCT es eficaz y reduce
las recaidas en la depresidon. En dicho metaanalisis también se encuentra una reduccién
significativa de los sintomas primarios, asi como la rumiacion de los pensamientos. Esto va
unido a un incremento de la atencion plena, de la metacognicion y de la autocompasion.
Tanto el Instituto Nacional de la Salud y la Excelencia Clinica del Reino Unido (NICE) como la
Guia de practica clinica de psiquiatria de la Real Universidad de Psiquiatria de Australia y

Nueva Zelanda recomiendan usar la MBCT para la prevencién de la recaida en la depresién.
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Protocolo de entrenamiento en la alimentacion consciente (MB-EAT)

Desarrollado por Kristeller et al. (101,108,109). Este protocolo consta de 12 sesiones grupales
y tiene como objetivo aumentar el conocimiento y la conciencia de las experiencias

relacionadas con la alimentacion.

A través de la atencidn plena, tanto con practicas formales como informales, se trata de
aumentar los procesos de autorregulacién relacionados con la ingesta, principalmente en el

proceso de saciedad, en la eleccidn de los alimentos y en la regulacidn del estrés.

El protocolo MB-EAT ha mostrado eficacia en diferentes estudios con pacientes que
mostraban comer emocional en sobrepeso y obesidad, en la autogestién de la diabetes tipo
2 y en pacientes con episodios de atracén, donde se dio una reduccidn significativa de los

atracones y de los episodios depresivos (110).

Protocolo de prevencion de recaidas basado en mindfulness (MBRP)

Desarrollado por Bowen et al. (100). Este protocolo es una intervencion grupal disefiado con
el objetivo de tratar las recaidas en los pacientes con trastornos por abuso de sustancias.
Combina la terapia de prevencidn de recaidas clasica con una intervencion mindfulness tipica
(MBSR o MBCT). Sus bases son la psicoeducacién, donde se identifican las situaciones de
riesgo y el entrenamiento en habilidades de aceptacion unido a técnicas de meditacion y

practicas en casa.

MBRP ha mostrado su eficacia en varios estudios y ensayos clinicos, donde se muestra una

mejora en los episodios de abstinencia y un decremento en el abuso de sustancias (100).

Protocolo para el cuidado de ancianos basado en mindfulness (MBEC)

Desarrollado por McBee (111). Este protocolo es una adaptacion del MBSR clasico a las
necesidades de una poblacién de edad avanzada y a sus cuidadores, para desarrollar la
conciencia y la compasidn. Las principales adaptaciones son: 1) los grupos son mas pequefios,
2) la duracién de las sesiones es menor (cada sesion es de 45 minutos), 3) se adapta el lenguaje
para hacerlo mas accesible a esta poblacidn concreta; utiliza un lenguaje simple, concreto y
repetitivo, y 4) los movimientos y estiramientos que se realizan en las practicas son adaptados

para su realizacidn en una cama o en una silla para personas con poca movilidad (112). Hasta
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el momento no existe mucha evidencia cientifica sobre su eficacia. Solo se puede encontrar
una publicacion, donde las medidas de depresion y estrés percibido se redujeron una vez
finalizada la intervencién. Dichos niveles se mantuvieron, al menos, hasta un mes después

(113).
Programa para el parto y la maternidad/paternidad basado en mindfulness (MBCP)

Desarrollado por Bardacke (114). Este protocolo consta de nueve sesiones de tres horas de
duracién cada una y con una frecuencia semanal. Al igual que en otros protocolos, también

tiene un dia de retiro de siete horas de duracién que se realiza entre la semana seis y siete.

El MBCP es una adaptacion del MBSR. Va dirigido a ambos progenitores y el objetivo es
conseguir que la maternidad/paternidad sea mas consciente durante los primeros afios de la
vida de los nifios. Este protocolo, que cuenta con estudios que demuestran su eficacia, une
los conocimientos relacionados con los procesos psicobiolégicos que se dan durante el
embarazo, el parto, la lactancia materna, el ajuste postparto y las necesidades del bebé, con

el aprendizaje de mindfulness y su practica (115,116).

Todos estos programas se encuentran dentro de un marco tedrico y empirico y se han ido
adaptando a diferentes contextos: el dmbito de la salud mental, en empresas, sistema
educativo, contextos deportivos, etc. En las investigaciones se han observado resultados

beneficiosos que ponen de manifiesto su utilidad. (117).

3.3 Mindfulness y variables psicologicas

La meditacion en occidente se entiende como una forma de cultivar el bienestar y la atencion,
reducir el estrés y mejorar la calidad de vida. En las Ultimas décadas se ha vivido una creciente
utilizacion de las técnicas de meditacidn en el contexto de la salud mental, desde la psicologia,
con la introduccién de las terapias de tercera generacion y la utilizacion de mindfulness

(71,118-124).
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Desde la investigacidn en estas terapias basadas en mindfulness se han estudiado los efectos
de estas intervenciones en aspectos como la reduccidén del estrés y la salud mental en
personas sanas, en el tratamiento de enfermedades psiquiatricas (depresion, ansiedad, etc.),
en la reduccién del afecto negativo y la mejora de la adaptacidn a situaciones adversas o
estresantes (119,125,126), en la regulacion emocional (127), o en la capacidad de la memoria

de trabajo y algunas funciones ejecutivas (122,128,129).

Las patologias mas estudiadas han sido la ansiedad, la depresién, el dolor crénico,
fibromialgia, trastornos alimentarios, abuso de sustancias y prevencién de recaidas en la

depresion (46,61,125,130-136).

3.3.1 Eficacia de mindfulness en variables psicolégicas en trastornos mentales

En la literatura actual existen diversas revisiones y metaanalisis sobre los resultados de
distintos estudios controlados aleatorizados, que utilizan el entrenamiento de la atencién
plena y concluyen que las intervenciones basadas en mindfulness conducen a efectos
beneficiosos en una gran variedad de trastornos mentales (137,138). A pesar de ello, se
requieren mas investigaciones que confirmen y amplien los hallazgos obtenidos hasta el

momento.

A continuacién, se describen los principales resultados sefialados en los estudios de
metaanalisis sobre las intervenciones basadas en mindfulness en funciéon del trastorno

mental.
Trastornos de ansiedad

Las intervenciones basadas en mindfulness han demostrado eficacia en el tratamiento de los
trastornos de ansiedad (139,140), observando una reduccién de los sintomas de ansiedad y
sintomas depresivos comérbidos (141). Con la asociacién de mindfulness a Terapias de
Aceptaciéon y Compromiso (ACT) en el tratamiento de trastornos de ansiedad, se ha

evidenciado unos beneficios sélidos en la reduccién de los sintomas (83).
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El estrés mantenido en el tiempo es uno de los problemas mas habituales en todos los ambitos
de la sociedad. Se ha observado que la practica de meditacién conduce a una disminucion de

los marcadores fisiologicos de estrés en una variedad de poblaciones (142).

En lo relativo a la ansiedad social, mindfulness y ACT se han mostrado eficaces en la reduccién
de la sintomatologia, siendo necesario ampliar los estudios para darle mas evidencia a los

resultados hallados hasta el momento (143).

Respecto al Trastorno Obsesivo Compulsivo (TOC), los estudios son limitados. Las
conclusiones de que la practica de mindfulness podria tener un efecto beneficioso en este
trastorno son extraidas de estudios que hacen uso de ACT, la cual utiliza componentes de
mindfulness. La intervencion con ACT resulta igual de efectiva que los tratamientos habituales

como la Terapia Cognitivo Conductual (TCC) (144).

En el Trastorno de Estrés Postraumatico (TEPT), existe evidencia que confirma la eficacia de
mindfulness, y de la meditacién en general, para abordar dicho trastorno (145-147). Pese a
ello, existe la necesidad de mas investigaciones que relacionen el uso de mindfulness con el
estrés postraumatico (148). En el estudio de Boyd et al. (149) se muestra cdmo mindfulness
a nivel neurobioldgico ayudaria a restaurar la conectividad entre la red cerebral por defecto

y las redes ejecutiva central y de saliencia.

Existe un estudio controlado aleatorizado sobre la hipocondria, un trastorno mental que se
caracteriza por una ansiedad constante por la propia salud. Este concluye que la intervencion
con MBCT asociado al tratamiento habitual, aumentaba la eficacia en la reduccién de los

sintomas respecto al tratamiento habitual aplicado de manera exclusiva (150).
Trastornos del estado de animo

Respecto a los trastornos del estado de animo, existen diferentes revisiones y metaanalisis
que evidencian la eficacia de las terapias basadas en mindfulness, dandose una reduccidn
tanto de la depresidon como de la ansiedad (139,140,151). Hoffman et al., Khoury et al. y Smits
y Hoffman encontraron que las Intervenciones Basadas en Mindfulness (IBM) son un
tratamiento eficaz para una variedad de trastornos mentales entre los que destacan la

reduccion de la depresion y la ansiedad.
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En las personas diagnosticadas con depresidn, los estudios muestran que el entrenamiento
en mindfulness produce efectos significativos en la mejora de sintomas (152), en la reduccion
del numero de episodios depresivos (153), y una reduccion significativa en la gravedad de

dichos sintomas (154).

Concretamente el programa de MBCT ha mostrado su utilidad en la prevencion de recaidas
en depresidon de pacientes con historias de tres o mas episodios depresivos, ayudando a
reducir la rumiacién, a la cual son muy propensos este perfil de paciente (107,155). La MBCT
ha demostrado tener la misma eficacia que la medicacién antidepresiva de mantenimiento
en la prevencion de recaidas, obteniendo resultados positivos duraderos en términos de

recaida o recurrencia, sintomas depresivos residuales y calidad de vida (156).

En base a esta evidencia, como se ha comentado anteriormente, la MBCT se ha incluido como
tratamiento de eleccidn para la prevencion de recaidas en depresidn en pacientes en remision
con historia de 3 o mas episodios depresivos en las guias NICE (Instituto Nacional de la Salud
y la Excelencia Clinica del Reino unido, nice.org.uk/guidance/cg90) y en las guias de Australia

y Nueva Zelanda.

En el tratamiento del trastorno bipolar, se ha visto que mindfulness (en concreto MBCT)
funciona como tratamiento adyuvante al tratamiento farmacolégico, produce mejoras en el
funcionamiento cognitivo y la regulacidn emocional, reduce los sintomas de depresion y
ansiedad y los sintomas de la mania (157). Con la aplicacién de mindfulness en este trastorno,
se da una reduccién de la sintomatologia ansiosa y depresiva entre crisis, no observandose
reducciones significativas en la frecuencia de las crisis, pero si una reduccidon de

sintomatologia ansiosa (158).
Trastornos de la alimentacién y obesidad

Otros trastornos en los que mindfulness ha demostrado su eficacia son los trastornos
alimentarios (159). La importancia de utilizar mindfulness en el tratamiento de estos
trastornos es ayudar a entender e interiorizar la atencion a las experiencias internas como las
emociones y las sensaciones fisicas. Esta atencion facilita la autoaceptacion, la flexibilidad
cognitiva, compasion y perddn, aumentando la capacidad de manejar de manera adaptativa

las emociones (109).
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En la revisién de la evidencia cientifica sobre mindfulness en la alimentacién, podemos
encontrar que los estudios no muestran una mejora en el indice de masa corporal de los
participantes. Sin embargo, apoyan que las intervenciones basadas en mindfulness pueden
ser beneficiosas tanto fisica como psicolédgicamente, ayudando a los participantes a
desarrollar unas conductas dirigidas a la promocidn de su salud (160). En la actualidad se sigue
investigando sobre la eficacia de mindfulness en la alimentacion consciente tanto en

poblacién con obesidad y sobrepeso, como en poblacién sana (161).

La practica de mindfulness ha demostrado que ayuda a disminuir de manera efectiva los
atracones y el comer emocional (162). Los resultados muestran que el entrenamiento de la
atencion plena permite una reduccién media en las frecuencias de episodios de atracones de
18 episodios al inicio a 5 episodios en la post-intervencidon durante un periodo de 28 dias

(163).

En otros trastornos de la alimentacién, como la bulimia nerviosa o la anorexia, la practica de
mindfulness ha mostrado unas grandes mejoras en los sintomas. Sin embargo, su eficacia no

se ha mostrado superior a la Terapia Cognitivo Conductual (164).
Otros trastornos psicoldgicos

En lo referente al abuso de sustancias, se ha demostrado una relaciéon inversa entre
mindfulness y las conductas de abuso de sustancias (165). En un reciente metaanalisis se
muestra que estas intervenciones tienen efectos significativos para reducir la frecuencia y la
gravedad del uso indebido de sustancias, la intensidad del anhelo de sustancias psicoactivas
y la gravedad del estrés, ademds de aumentar las tasas de abstinencia de fumar cigarrillos.
(166). Diferentes revisiones y metaanalisis concluyen que las intervenciones de tercera
generacion muestran también efectos beneficiosos en los sintomas en personas con
trastornos psicéticos (167). Se ha encontrado que estas intervenciones son complementos
utiles para la reduccion de la angustia y las tasas de hospitalizacion y para el aumento de la

autoeficacia en pacientes con trastornos psicéticos (168,169).

Las Intervenciones basadas en mindfulness también se han visto eficaces en el tratamiento
de personas con alteraciones del desarrollo, ayudando a disminuir sus alteraciones

conductuales y sus sintomas psicoldgicos (170). También se ha aplicado este tipo de
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intervenciones en cuidadores profesionales de personas con discapacidades intelectuales o
del desarrollo, encontrando beneficios a corto plazo para el manejo del estrés y la angustia
psicoldgica en ellos (171). La meditacion puede mejorar levemente algunos parametros del
suefio en pacientes con insomnio y puede servir como un tratamiento auxiliar a la medicacion

para las quejas del suefio (172).

En el trastorno de déficit de atencidon con hiperactividad se han visto beneficios en la
reduccidn de los sintomas (173) y una mejora en la funcién ejecutiva tras la intervencién en
mindfulness (174,175). En el trastorno limite de personalidad (TLP), se ha comprobado una
asociacion entre la practica de mindfulness y la disminucién de los sintomas psiquiatricos y
clinicos, asi como la disminucién de la reactividad emocional y la impulsividad asociadas a

este trastorno (176).

Es importante que se siga profundizando y realizando ensayos clinicos controlados en el
campo de los trastornos mentales, con intervenciones basadas en mindfulness para poder dar

evidencia de los beneficios y los mecanismos por los cuales funciona mindfulness.

3.3.2 Eficacia de mindfulness en variables psicoldgicas asociadas a enfermedades
médicas

A continuacion, se van a exponer los resultados mas relevantes de los estudios que relacionan
la practica de mindfulness con la mejora en variables psicolégicas dentro de las enfermedades

médicas y los beneficios que esta supone.

Enfermedades que cursan con dolor

En lo que respecta al dolor crénico, los estudios mas recientes que abordan el tema (177),
muestran una mejora en los aspectos psicoldgicos del dolor crénico, en la depresidn asociada
y en la calidad de vida, tras una intervencidon basada en mindfulness. Estos datos dan un
enfoque prometedor a la aplicacién de mindfulness como una buena alternativa, siendo

necesario seguir investigando.

Los efectos psicolégicos derivados de una intervencion con mindfulness en pacientes con

fibromialgia son comparables a otros tratamientos de dolor y medicamentos utilizados para
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este trastorno. Algunos de los sintomas que experimentan los pacientes pueden ser aliviados

mediante intervenciones de mindfulness (178).
Cancer

Diferentes estudios muestran la eficacia de la aplicacién del MBSR en el cancer, mostrando
mejoras en el estado de danimo y el insomnio (179). Las intervenciones basadas en
mindfulness mostraron beneficios en el funcionamiento psicolégico de los pacientes, una
reduccion de los sintomas de estrés y una mejor adaptacion y bienestar en pacientes
ambulatorios con cdncer de mama y de prdstata (180). Aunque es necesario seguir
investigando, mindfulness podria verse como una intervencién valiosa para los pacientes

(181).
Enfermedades cardiovasculares

La evidencia de la eficacia de mindfulness en las enfermedades cardiovasculares todavia es
limitada y es necesario continuar haciendo estudios de alta calidad para poder llegar a

conclusiones y resultados fiables.

Existen diferentes metaanalisis que muestran resultados alentadores de las practicas mente-
cuerpo para los pacientes con enfermedad cardiaca (182). Hay evidencias de que los
programas MBSR y MBCT permiten una reduccion del estrés, de la depresidon y la ansiedad en
pacientes que presentan hipertension, diabetes tipo 1 o0 2, enfermedad cardiaca o accidente

cerebrovascular (183).
Otras enfermedades médicas

Las enfermedades crdnicas pueden ir acompafadas de depresion, ansiedad y angustia
psicolégica. Una intervenciéon con mindfulness a través de un programa MBSR ha mostrado
ser eficaz y tener pequefos efectos beneficiosos sobre dicha sintomatologia (184). Los
programas de MBSR ayudan a tener un mejor manejo de los sintomas, una mejor calidad de

vida y bienestar (185).

También hay evidencias de que ayuda a disminuir los sintomas y aliviar la fatiga en diferentes

afecciones como la esclerosis multiple, accidente cerebrovascular o lesion cerebral (186,187),
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y ayuda a reducir los sintomas asociados de ansiedad y depresidn, aumentando la calidad de

vida en diferentes enfermedades neurolégicas y pulmonares (188,189).

En general, el beneficio de mindfulness sobre la salud y el bienestar psicoldgico cada dia tiene
mas apoyo y estudios que lo corroboran. Se sigue necesitando mayor investigacidn para poder
aclarar cdmo estas intervenciones afectan y pueden servir mejor en las necesidades concretas

de las distintas enfermedades.

3.3.3 Eficacia de mindfulness en variables psicolégicas dentro de un dmbito no clinico

En el ambito no clinico, mindfulness se ha mostrado eficaz en diferentes areas. La aplicacidon
de los programas MBSR y MBCT han obtenido buenos resultados en la mejora de la salud
mental, el aumento del bienestar y un mejor manejo del estrés y afrontamiento de las

tensiones del dia a dia (106,190).

Diferentes estudios muestran cémo mindfulness tiene beneficios en las diferentes etapas
evolutivas de los seres humanos, atendiendo las necesidades de cada una de ellas. Por
ejemplo, laintroduccién de mindfulness en la educacidén se une a la visién educativa de formar
a los estudiantes a diferentes niveles: académico, emocional, social, ético y espiritual (191).
Este enfoque es probablemente util para reducir comportamientos problematicos de los
estudiantes y promover una variedad de comportamientos de bienestar en las escuelas
(192,193). En el contexto universitario, un estudio reciente muestra que mindfulness tiene un
impacto en el estrés de los universitarios, reduciendo un tercio sus probabilidades de

experimentar niveles de estrés significativos (194).

En lo referente a la tercera edad y las personas encargadas de su cuidado y del de personas
dependientes, se puede comprobar como la mayoria de los estudios que midieron variables
de resultado psicolégicas mostraron que las intervenciones basadas en mindfulness tienen

algunos efectos positivos en el bienestar de los adultos mayores (195).

Burnout o sindrome del quemado profesional, caracterizado por las dimensiones de

agotamiento emocional, despersonalizacién y falta de realizacidon personal (196) es uno de

MARCO TEORICO



los problemas laborales mas prevalentes que podemos encontrar hoy en dia en las empresas
y organizaciones. Es el problema que mas afecta a los trabajadores, en concreto a
determinados sectores, como los profesionales de la salud o en las Organizaciones no
Gubernamentales (ONGs). Las intervenciones basadas en mindfulness tienen el potencial de
reducir el estrés entre los profesionales del cuidado de la salud siendo el MBSR

moderadamente efectivo para reducir el estrés (106,197).

3.3.4 Otros cambios en variables psicoldgicas que produce mindfulness

A continuacién, se van a resumir algunos de los datos existentes respecto a cambios

psicoldgicos producidos por mindfulness y terapias relacionadas (83).

Mindfulness parece proporcionar beneficios significativos en varias medidas de la cognicién

(155), como son:

e Mejora la atencidn sostenida y especialmente la selectiva y ejecutiva.

e Modifica la atencidn en sujetos sin experiencia previa de meditacidn.

e Mejora las medidas atencionales.

e Desarrolla la atencién sostenida no focalizada.

e Parpadeo atencional significativamente mas pequeiio después de un retiro de

meditacion de mindfulness.

e Atencidn sostenida significativamente mas alta, especialmente cuando los estimulos

son inesperados.

e Mejora la memoria operativa.

e Previene la pérdida de habilidades de memoria de trabajo antes de la exposicién a

estimulos estresantes.

e Mayor especificidad de la memoria.

e Mayor conciencia corporal.
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e Reduce tanto la rumiacién como la preocupacién (sucede tanto con la practica
presencial como con el formato por internet), consiguiendo desvincular la respuesta

emocional de la rumia y/o preocupacion (198).

e Tras intervenciones de MBCT o MBSR, mejora la memoria de trabajo y la memoria
autobiografica, asi como también la flexibilidad cognitiva y la metaconciencia aunque

no se reportan mejoras en la atencién ni en la funcidn ejecutiva (199).

e Las practicas que incluyen asanas de yoga, que guardan cierta relacidn con
mindfulness, parecen estar asociadas con una mejor regulacién del sistema nervioso

simpatico y el sistema hipotaldmico-pituitario-adrenal en diversas poblaciones (200).

3.4 Mindfulness y variables bioldgicas

Las principales lineas de investigacion que han cobrado importancia gracias a los avances
tecnolégicos son los efectos que produce la meditacion sobre variables bioldgicas. La
neurociencia moderna ha desarrollado un conocimiento valioso de los mecanismos
cerebrales asociados con la atencidon y con la emocién. Por otra parte, la tradicidn
contemplativa budista, con su larga historia de interés por el adiestramiento mental, ofrece
técnicas y practicas para refinar la atencion y ordenar y transformar la emocion. El encuentro
entre la neurociencia moderna y la disciplina contemplativa budista podria entonces ofrecer
una posibilidad de estudio del impacto de la actividad mental intencionada sobre circuitos

cerebrales identificados por ser cruciales para procesos mentales especificos.

3.4.1 Mindfulness, ritmo cardiaco y ritmo respiratorio

La variabilidad de la frecuencia cardiaca (VFC), se define como la variacién de los tiempos de
ocurrencia entre latidos durante un periodo de tiempo. Es una medida de la actividad
neurovegetativa y de la funcidn autonoma del corazédn. La VFC refleja la capacidad del sistema
nervioso auténomo de ajustar la frecuencia cardiaca (FC) a los factores cognitivos, afectivos,

conductuales y ambientales.
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Thayer et al. (201), en un metaandlisis, muestran como resultado que las personas con
elevada VFC ofrecen respuestas emocionales mas adecuadas al contexto (201) y regulan, de
manera mas efectiva, la adaptacion de la FC frente a las demandas rutinarias vy
extraordinarias. La regulacién emocional y la flexibilidad cognitiva han sido también

relacionadas con la VFC (202,203).

Existe una gran evidencia de que variables psicolégicas como los niveles de mindfulness estan
relacionadas con la salud cardiaca y la funciéon autonémica (204). Un estudio mostré que,

después de un entrenamiento en mindfulness, se produce un aumento en la VFC (205).

Una de las limitaciones principales a la hora de utilizar la VFC como un parametro fiable en
los estudios sobre mindfulness, es que es dificil controlar otros factores que puedan estar
influenciando los resultados, como el nivel de actividad fisica, la alimentacién, la calidad del

sueno, etc. (206).

En lo que respecta a los cambios que mindfulness provoca en la respiracidn, existen estudios
realizados con meditadores de larga duracidén que confirman que la respiracién se enlentece
durante las practicas formales de mindfulness (207,208). Kodittuwaku et al. y Wielgosz et al.
confirmaron que en meditadores de larga duracidon los patrones individuales de respiracion,
que son variables a corto plazo, se mantienen estables a lo largo del tiempo. Muestran
también frecuencias respiratorias basales mas lentas que los controles no meditadores y
existe una correlacidn inversa entre afios de meditacién y frecuencia respiratoria. Los
meditadores experimentados detectaban las sensaciones respiratorias de una forma mucho
mas precisa que las personas sin experiencia meditativa (209). Por eso se piensa que el
entrenamiento en mindfulness podria desarrollar la habilidad de detectar y responder a los

estimulos fisiolégicos mediante la percepcion y modulacién de los patrones respiratorios.

Los resultados encontrados hasta el momento que muestran las diferencias entre
meditadores de larga duracidn y personas sanas no meditadoras no son todavia significativos
ni concluyentes. Sin embargo, estas diferencias pueden ser suficientes para influenciar
positivamente aspectos como el tono autondmico, el ritmo cardiaco o el metabolismo

cerebral y periférico.
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3.4.2 Mindfulness y neuroimagen

En el drea de la neuroimagen cerebral se han realizado diferentes estudios que relacionan la
practica regular y mantenida en los afios con cambios a nivel de funcionalidad y morfologia

del cerebro.

La meditacién conduce a la activacidn de dreas del cerebro involucradas en el procesamiento
de informacién autorreferencial, en la autorregulacion, en la resolucién de problemas y en el
comportamiento adaptativo. También induce modificaciones cerebrales estructurales y
funcionales en meditadores expertos, sobre todo en dreas involucradas en procesos

autorreferenciales, como la autoconciencia y la autorregulacion (210).

Mindfulness aumenta la actividad de la corteza insular, pero no se encuentra evidencia sélida
de una mayor actividad en subregiones de la corteza prefrontal, lo que sugiere que se asocia
con cambios en el funcionamiento de la insula. Esto afecta de forma plausible a la conciencia

de las reacciones internas aqui y ahora (211).

La llamada red neuronal por defecto comprende un conjunto de regiones cerebrales que son
activadas durante las tareas pasivas. Esta red se activaria en estados de descanso cuando el
sujeto realiza “pensamientos errantes”, sin focalizar la atencion en estimulos especificos
externos. Su activacién también se asocia con la memoria autobiografica y procesos

autorreferenciales (212).

La actividad de la red neuronal por defecto esta inversamente relacionada con los afos de
meditacidn por lo que los meditadores de larga duracion, a través de mindfulness, pueden
habilitar procesos cognitivos mas eficientes (213). Los estudios existentes sugieren diferentes
patrones en su conectividad funcional, que se asocian con la reduccion de pensamientos
errantes, mayor conciencia del momento presente y menos procesos autorreferenciales en

comparacion con las personas que no meditan (214,215).

Lazar et al. (133) evaluaron el grosor de diferentes dareas cerebrales comparando a
meditadores de larga duracidn con personas sanas no meditadoras. Encontraron un aumento
en los meditadores del grosor cortical en la insula, corteza somatosensorial, areas frontales,
corteza visual y auditiva. Esto indicaria que la meditacidn puede promover la preservacion de

las areas corticales asociadas con la actividad de meditar.
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3.4.3 Mindfulness y cambios endocrinos

Uno de los marcadores bioldgicos mas relacionados con el estrés ha sido el cortisol. Diferentes
autores han estudiado la posible relacion de este marcador con las intervenciones basadas en
mindfulness. En una reciente revision sistematica, Sanada et al. (216) analizaron cinco
ensayos controlados aleatorizados (217-221). Los resultados muestran un efecto
moderadamente bajo de las intervenciones basadas en mindfulness en la mejoria del estado

de salud relacionado con el nivel de cortisol.

La posibilidad de que la aceptacién sea un componente esencial de mindfulness para reducir
los efectos relacionados con el estrés es considerada en un estudio realizado por Lindsay et
al. (222). Los resultados muestran que, en sujetos estresados, el grupo con una intervencion
basada en el entrenamiento de la aceptacidn reducia los efectos relacionados con el estrés
tanto en el cortisol como en la presién sanguinea en comparacidén con los grupos de

comparacion.

Finalmente, en otro trabajo, se estudidé la practica de compasidén basada en la conciencia
meditativa, como mediadora en los niveles de cortisol y en la actividad del estado de reposo,
particularmente en las regiones cerebrales susceptibles al cortisol, es decir, el hipocampo y la
corteza prefrontal (223). En los resultados se muestra una correlacion negativa entre la

conciencia y las modificaciones del nivel de cortisol.

3.4.4 Mindfulness y mecanismos de neuroinflamacion

Los marcadores biolégicos son unos indicadores que pueden medirse objetivamente, los
cuales nos indicarian que un proceso bioldgico es normal o patolégico. Los biomarcadores

mas estudiados son las citoquinas, los neuropéptidos y la proteina C reactiva.

Las citoquinas son liberadas por diferentes tipos de células e inducen respuestas inflamatorias
y antiinflamatorias. Juegan un papel crucial en los procesos de apoptosis y en la regulacion de
los procesos de inflamacion (224). En ocasiones puede observarse una desregulacién de la
sintesis de citoquinas como la interleuquina IL-6, la IL-1 y el factor de necrosis tumoral alfa

(TNF-a). Los neuropéptidos son moléculas formadas por la unidon de aminodcidos que actuan
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como un neurotransmisor. La proteina C reactiva es una proteina plasmatica con importantes
propiedades proinflamatorias, que parece estar implicada en la etiologia de enfermedades

reumaticas inflamatorias.

La inflamacidn crénica puede generar neurodegeneracion y constituir un marcador inicial de
depresion. El estrés, tanto fisico como psicoldgico, induce alteraciones en la respuesta
inmune. A menudo la exposicidn a un factor estresante puede desencadenar una respuesta
proinflamatoria en el cerebro. Estas respuestas estan mediadas por moléculas inflamatorias

como los neuropéptidos o las citoquinas (225).

La relacidn existente entre estos marcadores bioldgicos y la practica de la atencién plena,
utilizando principalmente un programa MBSR o MBCT, se puede encontrar en el metaanalisis
de Sanada et al. (226), donde se pueden ver ciertos efectos con respecto a los neuropéptidos
y la proteina Creactiva. Uno de los estudios mostrd una asociacion entre mindfulness y niveles
mas altos de IGF-1, un factor que media en el desarrollo y crecimiento celular. Esto puede
estar relacionado con la mejora en la funcidn cognitiva y la prevencién de cancer. Los
resultados en relacién con la proteina C reactiva no fueron consistentes y los programas de

intervencion basados en mindfulness no tuvieron efecto en las citoquinas (218).

Existen diferentes estudios que buscan la relacién de los marcadores bioldgicos
anteriormente sefalados con una intervencion basada en mindfulness, MBSR, en poblacién
con cancer (225,227). Los resultados muestran que el MBSR tuvo efectos en los niveles de las
citoquinas, aunque no se pudieron determinar los tipos especificos. Lengacher et al. (225)
mostraron que este programa puede tener efectos beneficiosos en la recuperacion inmune.
Finalmente, otro estudio (228) identificd6 que los cambios en el sistema inmune con
incrementos de IL-4 y decrementos en IFN-y son consistentes con un cambio en el balance de

TH1 (proinflamatorio) a TH2 (antinflamatorio).

3.4.5 Mindfulness y reloj bioldgico

La comparaciéon entre meditadores de larga duracion y no meditadores es uno de los campos

donde mds queda por explorar. Se ha observado que diferentes mecanismos moleculares
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implicados en el proceso de envejecimiento son sensibles a la practica de meditacion

(229,230) y que produce cambios neuropldsticos relacionados con la edad (231,232).

Los resultados del estudio de Chaixs et al. (233) sugieren que la integracion de la practica de
meditacidn en la rutina diaria puede tener un efecto protector en términos de envejecimiento
epigenético a largo plazo (el término epigenética se expone con mas profundidad en el

apartado 3.4.7).

La metilacion del ADN es un biomarcador robusto del envejecimiento bioldgico que puede

mostrar cambios relacionados con la edad del ADN.

El reloj epigenético es un biomarcador fuerte y reproducible del envejecimiento bioldgico. La
edad cronoldgica de los seres humanos puede ser predicha con una precision +/- 3,6 afios
(234,235). Esta diferencia entre la edad cronolégica y la edad del ADN proporciona
informacidn con respecto a su tasa de envejecimiento epigenético. Una menor aceleracion
en esta tasa de envejecimiento epigenético (reloj biolégico) estaria asociada con la longevidad
(236). Por el contrario, la aceleracion de dicho reloj se asocia positivamente con
enfermedades crénicas (237-239) y mortalidad (239-241). Este reloj epigenético, se ve
acelerado por el estrés, los habitos de vida y las enfermedades crdénicas relacionadas con la

edad.

Gracias a su practica regular, en los meditadores se da una reduccion del estrés, el cual es un
factor clave en el envejecimiento epigenético (242), dotando asi de una estabilidad a su reloj
bioldgico. Se encontrd que, en los meditadores de larga duracidn, esta tasa de envejecimiento
epigenético disminuyd significativamente en correlacién con el nimero de afios de practica
regular. Esto sugiere que el efecto protector de la meditacidn sobre la aceleracién de la edad

epigenética puede ser progresivo y acumulativo.

3.4.6 Mindfulness y longitud de los telomeros

El envejecimiento es un proceso totalmente heterogéneo. Unas personas envejecen
manteniendo un aspecto juvenil o una buena salud mientras que otras lo hacen desarrollando

multiples problemas a edades tempranas. Los factores que influyen en estas diferencias son
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muy complejos, dinamicos e interactivos, pero pueden ser resumidos en tres categorias:

herencia genética, factores ambientales y estilo de vida.

Los teldmeros son un indicativo de este envejecimiento y son una pieza fundamental en el
mecanismo que regula y controla la viabilidad celular. La longitud telomérica refleja la edad
bioldgica. Este indicador tiene mayor importancia que la edad cronolégica y nos ofrece datos

mas precisos del proceso de envejecimiento.

Los telémeros son los extremos de los cromosomas, regiones de ADN no codificante y
altamente repetitivas. Son necesarios para la replicacion completa del ADN, asi como para la
estabilidad de los cromosomas. Los teldmeros intactos protegen a los cromosomas de la

degradacion de las nucleasas, la fusion de extremo a extremo y la senescencia celular (243).

En cualquier organismo vivo, el envejecimiento es el resultado de la disminucion del nimero
y/o funcién de las células. Los teldmeros se acortan con divisiones celulares repetidas en
células somaticas debido a la replicacién incompleta de los extremos de los telémeros. Existen
ademas otros factores como la accién de las nucleasas, la de los radicales libres de oxigeno,
y, posiblemente, la exposicidn crdnica a las hormonas del estrés, cortisol y catecolaminas que

contribuyen al acortamiento telomérico con cada ciclo celular (244).

Cuando los teldmeros alcanzan una longitud criticamente corta, las células experimentan
senescencia replicativa o pueden volverse gendmicamente inestables. Por tanto, la longitud

telomérica es un biomarcador crucial para entender el envejecimiento del organismo.

Con el paso del tiempo y la edad, los teld6meros van desgastandose y acortandose. Estos
teldmeros pueden servir como predictores tempranos de algunas enfermedades como la
hipertension (245), la aterosclerosis (246), la diabetes tipo 2 (247,248), cancer (249),

enfermedad cardiovascular (250,251) o deterioro cognitivo y demencia (252).

Existen diferentes factores conductuales que desde una perspectiva psicolégica podrian
acelerar este acortamiento de los teldmeros. Entre ellos, una dieta deficiente (253,254), falta
de suefio (255), fumar (254), un consumo excesivo de alcohol (256), un estilo de vida
sedentario (257) y varios factores psicoldgicos, como las caracteristicas de la personalidad

(258), trastornos psiquiatricos (259) y trastornos psicoldgicos (260).
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El mantenimiento de los teldmeros o incluso su alargamiento se ha relacionado con factores
de estilo de vida saludable que pueden promover la telomerasa. Esta enzima celular es la
responsable de agregar secuencias repetidas teloméricas a los extremos del ADN
cromosémico, preservando no solo la longitud del teldmero sino también la funcion celular
saludable y la funcién inmunolégica a largo plazo. Estos factores de estilos de vida incluyen:
el ejercicio fisico (261), un indice de masa corporal <25 kg / m2 (262), no fumar (263) y una

dieta saludable (264).

Como se ha comentado en la introduccién de esta tesis, la meditacion se ha evidenciado
efectiva en la reduccidn del estrés y promovedora de un bienestar psicoldgico y de habitos de
vida saludables. Estudios empiricos recientes proponen la meditacion como un factor de
estilo de vida saludable que afecta a la longitud de los teldmeros y han demostrado una
asociacion positiva entre la meditacion y los telémeros mas largos (265,266), asi como un
aumento de la telomerasa (267). Esto sugiere que la meditacion puede desempefiar un papel
importante en la prevencién de enfermedades. Sin embargo, una de las preguntas mas
dificiles de responder es como la practica de mindfulness esta relacionada con la dinamica de

los teldmeros.

3.4.7 Mindfulness y variaciones epigenéticas

El término epigenética fue definido como “la rama de la biologia que estudia las interacciones

causales entre los genes y sus productos que dan lugar al fenotipo” (268).

La epigenética se puede entender también como el conjunto de modificaciones bioquimicas
hereditarias que regulan la expresion génica sin cambiar la secuencia de ADN (269). De hecho,
las modificaciones epigenéticas son la base de las interacciones gen-ambiente, que a su vez
modulan la diversidad de los fenotipos humanos. La consecuencia de esta interaccion
conduce no solo a la modificacién de los fenotipos y a la expresion o silenciamiento de los

genes sino también, donde, cudndo y en qué intensidad se expresan los genes (270).
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Hoy en dia la epigenética es un drea en expansidn. Su investigacidén esta dando resultados
prometedores en el campo de la medicina y puede ayudar a dar respuestas a preguntas que

estan todavia por resolver (271).

El ambiente en el que vivimos o los habitos de vida pueden modificar la expresidn génica a
través de los mecanismos epigenéticos. Factores quimicos, nutricionales, fisicos o

psicosociales pueden modificar estos procesos epigenéticos (272,273).

En el drea de la epigenética los mecanismos basicos de regulacion génica mas estudiados son:
la modificacién post-traduccional de las histonas, el efecto silenciador de los ARN (acido
ribonucleico) no codificantes y la metilaciéon del ADN, siendo este ultimo el mecanismo mas

ampliamente estudiado hasta el momento.

Aunque académicamente se realice esta separacion de los mecanismos de regulacidon
epigenética, la complejidad de los procesos es mucho mayor, actuando de forma coordinada,

interactuando entre si y ejerciendo influencias unos sobres otros.

A continuacién, vamos a profundizar en el mecanismo de regulacién usado en el presente

trabajo: la metilacién del ADN.
Metilacion del ADN

La metilacion del ADN es el mecanismo epigenético mas estudiado. Consiste en la adicién de
un grupo metilo al carbono 5 de la citosina y, habitualmente, se produce en los dinucleétidos
citosina-guanina (CpG). Estos dinucledtidos CpG no se encuentran distribuidos de manera
uniforme en el genoma, sino que se agrupan constituyendo las llamadas islas CpG, que son
especialmente abundantes en las regiones promotoras de los genes y otras zonas reguladoras

(270).

Se sabe que la metilacién de las islas CpG en las regiones promotoras silencia la expresion
génica (ver Figura 3.2). La metilacién bloquea la transcripcién basicamente mediante dos
mecanismos. El primero de ellos impide la unién de factores reguladores de la transcripcidon
que contengan CpG en sus sitios de reconocimiento. El segundo involucra a complejos
proteicos que se unen especificamente a regiones CpG metiladas, bloqueando

indirectamente la unidn de factores de transcripcidn al limitar el acceso de elementos
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Figura 3.2 Metilacidn del ADN en las islas CpG
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Nota: Esquema de un gen en dos situaciones de regulacién epigenética, el silenciamiento génico o inhibicion de
la transcripcién y la transcripcidén génica a ARNm (mensajero). La metilacién de las islas CpG situadas en los
promotores de los genes habitualmente inhibe los procesos de transcripcion génica, con el resultado del
silenciamiento del gen. CpG: dinucledtido citosina-guanina. Fuente: Mendioroz et al. (274)

reguladores (275). Estos complejos proteicos son las denominadas Methyl-CpG Binding
Domain (MBD) y en los mamiferos se conocen 5 familias: MeCP2, MBD1, MBD2, MBD3 vy
MBD4. De este modo, la metilacion del ADN regula de manera indirecta la estructura de la
cromatina y su accesibilidad a los factores de transcripcién (276). La metilacién en el cuerpo
del gen se relaciona generalmente con un aumento en la transcripcién (277). Asi, partiendo
de un mismo genoma, los mecanismos epigenéticos hacen posible el desarrollo vy
diferenciacion de las células y tejidos dentro de un mismo organismo. Por otra parte, las
alteraciones en el patron de metilacién del ADN, también llamadas variantes epigenéticas o
epimutaciones, pueden incrementar la susceptibilidad e influir en la patogenia de las
enfermedades humanas, como el cancer, patologia en la que se han estudiado de forma

extensa como biomarcadores (278,279).
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Como ya se ha podido comprobar, la atencion plena mejora la salud mental y fisica, reduce el
efecto negativo y mejora la adaptacion a situaciones adversas o estresantes (119,125). Un
ejemplo del efecto de mindfulness en los mecanismos y funciones bioldgicas es la observacién
de cambios inmunes en la sangre y los leucocitos después de la practica de la meditacién de
la atencion plena, que se ha revisado sistemdaticamente (229). Entre estos cambios, el
programa de reducciéon de estrés basado en la atencion plena (MBSR) de la década de 1970
se relaciona con una disminucién de linfocitos CD4+ T (275). Ademads, algunas proteinas
circulantes muestran una tendencia a disminuir después de un programa MBSR, como es el
caso de la proteina C reactiva (276); o después de las practicas de concienciacion consciente
(MAP), como la interleucina 6 (IL-6) (227). Sin embargo, estos estudios se han llevado a cabo
después de programas de atencidn plena a corto plazo, por lo que es necesario evaluar los

efectos de meditacion a largo plazo sobre la inmunidad.

Recientemente se ha observado que la practica de la atencion plena y otros métodos de
meditacidon producen cambios morfolégicos duraderos en el cerebro, como un aumento en
el grosor del gris cortical especifico de la regidon, mayores dimensiones del hipocampo o
cambios en la conectividad de la materia blanca, entre otros (277-282). Ademas, la
meditacidn se ha asociado negativamente con afecciones neurodegenerativas, como la
enfermedad de Alzheimer (283). Sin embargo, los mecanismos biolégicos y moleculares que

subyacen a estos efectos siguen siendo en gran parte desconocidos (229).

Hasta ahora, poco se sabe acerca de las modificaciones epigenéticas inducidas por la practica
de la atencion plena. Un estudio reciente ha demostrado que la meditacién disminuye la
expresion de los genes de histona desacetilasa, los cuales estan involucrados en la
remodelacidn de la cromatina y la expresién de genes (230). Sin embargo, ningln estudio ha

informado sobre cdmo la meditacion influye en los patrones de metilacion del ADN.

3.5 Mecanismos de accion de mindfulness

Como hemos visto en los apartados anteriores, la eficacia de mindfulness esta siendo

evidenciada dia a dia. Cada vez mads estudios avalan su eficacia tanto a nivel psicoldgico como
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fisico. Sin embargo, queda mucho por hacer e investigar para poder comprender la manera
en la que mindfulness funciona y arrojar luz asi sobre las grandes lagunas en la investigacion

cientifica sobre mindfulness.

Por un lado, entender los mecanismos de accion a través de los cuales funciona y resulta eficaz
esta practica (25,278,282,284-287), comprender las habilidades metacognitivas (288,289), el
descentramiento (290-293), la regulacion atencional (14), la reduccién en reactividad
cognitiva (294), la regulacidon emocional (295), la exposicidn (296,297), las disminuciones en
estilos cognitivos no adaptativos como la rumiacién (298), los aumentos en recursos positivos
(299), la clarificacién de valores (300), la autoconciencia, regulacién y trascendencia (301) y

la adaptacién afectiva (302).

Y, por otro lado, entender la forma en la que la practica de la meditacion tiene repercusion
sobre la salud. Entender los tiempos de practica necesarios para que se produzcan los cambios
asi como la estabilidad y constancia en la practica y la duracidn en los beneficios obtenidos

(118-120,287).

Diferentes autores han intentado explicar cdmo funciona mindfulness ya que la comprension
a este nivel ayudaria a desarrollar intervenciones mas eficaces y adaptadas, ademds de ayudar

a los instructores a como y qué ensefar de esta técnica.

Holzel et al. en 2011 (303) propusieron un modelo apoydndose en la evidencia cientifica
obtenida en estudios experimentales, aportando algunas explicaciones tedricas para
entender cdmo funciona mindfulness. Para la obtencion de estos datos utilizaron

autoinformes y neuroimagen en meditadores.

Estos autores propusieron cinco mecanismos que actian de manera conjunta potenciando

asi su accion.

Los cinco mecanismos de accidn propuestos son los siguientes:
1. Regulacidn de la atencion
2. Conciencia corporal

3. Regulacién emocional: reevaluacion
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4. Regulacion emocional: exposicion, extincidn y reconsolidacion

5. Cambios en la perspectiva del yo

Cada uno de los mecanismos propuestos puede asociarse con instrucciones especificas de
meditacidn y se asocian a cambios en los constructos psicologicos medidos con los

autoinformes y con dreas cerebrales especificas (ver Tabla 3.5).

Regulacién de la atencidn

En la practica de mindfulness, la regulacién de la atencidén permite focalizarse en un punto
concreto, normalmente la respiracién o el cuerpo, y por lo tanto en el momento presente,
haciendo una seleccidn del estimulo atendido. Una vez estabilizada la atencién, la instruccién
seria reconocer los fendmenos mentales o pensamientos que aparecen y considerarlos como
un objeto de observacidon y no como una distraccidon. Una vez hecho este reconocimiento,
redirigir la atencién de nuevo al punto de anclaje, evitando asi la rumiacién y el procesamiento
secundario elaborativo de los pensamientos, sentimientos y sensaciones (304). Las
instrucciones bdsicas son: 1) Ancla tu atencién en un punto como la respiracion o el cuerpo.
2) Cuando notes que tu atencién ha abandonado el punto de anclaje, vuelve amablemente
de nuevo a él. Este ir y venir de la atencion haciéndonos conscientes de que se ha perdido el
foco de atencién y volviendo al punto de anclaje es lo que ayuda a desarrollar la cualidad

consciente de redireccionar la atencion.

En la regulacion de la atencion el area cerebral implicada es la corteza cingulada anterior.
Varios estudios han relacionado un aumento del rendimiento en dicha area con la meditacién,
observando resultados especialmente prometedores para el tratamiento en trastornos de la

atencion (303).

Conciencia corporal

En occidente existe una radical separacidon entre la mente y el cuerpo. Esto es totalmente
diferente en la cultura oriental, donde se han desarrollado las técnicas llamadas mente-
cuerpo como el yoga o el taichi. Desde esta perspectiva se entiende que existe una

retroalimentacion entre el cuerpo y la mente, fundamental para la salud fisica y psicoldgica.
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En la practica de mindfulness, la conciencia corporal es entendida como la capacidad de
percibir las sensaciones corporales, dirigiendo el foco de atencidn a las sensaciones fisicas de
la respiracion, de las emociones o cualquier otra experiencia sensorial que se dé en el

momento presente en el cuerpo.

Las areas cerebrales relacionadas con la conciencia del cuerpo mediante mindfulness son la
insula y la uniéon temporo-parietal. La evidencia muestra que se producen cambios en la

funcién y en la estructura de dichas areas tras la practica de mindfulness (305).
Regulaciéon emocional: reevaluacion

Un estudio muestra la relacion de la corteza dorsal prefrontal con cdmo la practica de la
atencién plena conduce a una mayor reevaluacion positiva. Esto quiere decir que los
acontecimientos adversos se reevalian de manera positiva, sacando el lado de aprendizaje

positivo a dicho evento. Este proceso ayuda a mejorar los niveles de estrés (306).
Regulacién emocional: exposicion, extincidn y reconsolidacién

En la practica de mindfulness, los acontecimientos, ya sean agradables o desagradables, se
tratan con ecuanimidad, con aceptacidn, sin juzgar y sin reaccionar a ellos (307). Este podria
ser uno de los principales efectos terapéuticos de la atencidn plena, permitiendo mejorar la
habilidad de tolerar estados emocionales negativos, aumentando asi la capacidad de

enfrentarse a ellos (308).

Las areas implicadas en este mecanismo son el cdrtex prefrontal ventro-medial, la amigdala'y

el hipocampo
Cambio en la perspectiva del yo

Con la practica de mindfulness se produce un cambio de perspectiva sobre el sentido de uno
mismo y una alteracidn en la experiencia subjetiva en primera persona: una desidentificacion

del yo estatico e inmutable, reduciendo el didlogo interno (13).

Las areas implicadas en este mecanismo son la corteza parieto-frontal medial, corteza

cingulada posterior, la insula y la unién temporo-parietal (303).
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Tabla 3.5 Mecanismos de accién de mindfulness

MECANISMO DE ACCION

ENSENANZA DE MINDFULNESS
QUE LA DESARROLLA

AREAS DEL CEREBRO ASOCIADAS

Incremento de la atencion

Instruccion basica

Cortex cingulado anterior

Aumento de la conciencia corporal

Focalizacion en las experiencias y
sensaciones corporales

insula, Interseccidn

parietal

temporo-

Regulacién de las emociones
Reevaluacion

Exposicidn, extincion y
reconsolidacién

1. Identificacion de los contenidos
mentales

2. No juzgar
3. Aceptacion de la realidad
(exposicién a lo que ocurre en el

presente)

4. No reactividad

a) Reevaluacidn: cértex prefrontal
dorsal

b) Exposicidn, extincién y
reconsolidacion: cértex prefrontal
ventro-medial, amigdala,
hipocampo

Cambio en la perspectiva del “yo”:
desaparece una imagen estatica
sustituida por una vision dindmica

Fuente: Garcia-Campayo (78)

Desaparicion del didlogo interno

Cortex prefrontal medial, cortex
cingulado posterior, insula,
interseccidon temporo-parietal

Cebolla y Campos (309) plantean que los mecanismos de accion propuestos por Holzel

podrian dar unas directrices de hacia donde enfocar las instrucciones en la practica y cémo

avanzar en ella, creando un plan de accidn en la ensefianza y aprendizaje de mindfulness. Sin

embargo, Holzel et al. (303) no plantean un modelo estructurado con relaciones entre los

mecanismos descritos.

Cebolla et al. (310) llevaron a cabo un estudio para poner a prueba un modelo de mecanismos

de accién basado en los cinco mecanismos propuestos por Holzel. La investigacidn se realizd

tanto en meditadores como en no meditadores y se observd las relaciones entre los

diferentes mecanismos.
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La conclusién de dicho estudio, que relaciona los resultados con la practica de la meditacion,
es que el no apego podria entenderse como el resultado del proceso de los mecanismos
subyacentes a mindfulness. El control atencional, la conciencia corporal y la regulacidon
emocional, resulta en una conciencia de desapego de las experiencias, entendidas estas como

eventos mentales desde una perspectiva de desidentificacidon con el yo.

Durante este capitulo se han puesto de manifiesto los avances en la investigacidon en
mindfulness y sus posibles efectos tanto a nivel psicolégico como biolégico. Como se ha
comentado anteriormente, todavia faltan investigaciones que den una explicacidon a la
efectividad de mindfulness y los mecanismos por los cuales produce cambios, sobre todo a

nivel bioldgico.

Ademas, el numero de trabajos sobre los efectos de la meditacién mantenida en el tiempo es
todavia escaso. Por ello utilizar como muestra a meditadores de larga duracion puede
evidenciar unas diferencias mas significativas de los efectos psicolédgicos y bioldgicos de la

practica de la atencién plena.

A continuacion se da paso al siguiente apartado, donde se expone la motivacion de la

realizacion del presente trabajo, como una aportacion al estado de la cuestion.
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Debido a la gran influencia de la meditacion y las técnicas de atencion plena hoy en dia, y a
los grandes avances en la investigacidn en estas materias, se hace mas evidente la necesidad
de seguir profundizando en la investigacion para poder encontrar un modelo tedrico
coherente y consensuado sobre los mecanismos a través de los que la meditacion produce

sus efectos (16,284).

Desde la perspectiva de Jon Kabat-Zinn se considera que mindfulness constituye la union de
dos dreas de conocimiento que se juntan por primera vez: la ciencia y las tradiciones

meditativas.

Pese a las criticas que se han hecho de mindfulness, el objetivo primordial de Kabat-Zinn no
fue descontextualizar mindfulness del budismo, sino contextualizar el budismo en el marco
de la ciencia y de la medicina/psicologia y el cuidado de la salud, para que pudiera llegar a

una mayor poblacién.

Cobra importancia, por tanto, la unién producida entre los conocimientos de la comunidad
cientifica, investigadores y psicélogos con las tradiciones orientales, la experiencia directa y

la comunicacién con meditadores de larga duracién (2,311-313).

El presente trabajo, recoge la idea de realizar un necesario acercamiento a los meditadores
de larga duracién (considerando asi a personas que meditan desde hace mas de diez afios una
media de sesenta minutos al dia) para poder estudiar las diferencias biolégicas y psicoldgicas
comparandolos con un grupo de personas sanas no meditadoras y poder asi realizar

correlaciones entre los mecanismos de accion que han ejercido efecto en dichos cambios.

La idea original de esta investigacion es estudiar los cambios producidos por la meditacién
mantenida en el tiempo en variables bioldgicas sobre las que hay evidencia cientifica de que
se ven afectadas por diversos factores conductuales, entre ellos la practica de la atencién
plena. Estudios anteriores ponen de manifiesto la posible unién de estos factores
conductuales con la longitud de los teldmeros (265-267) y con la metilacién del ADN
(227,276). Por ello, este trabajo se presenta como una investigacién dividida en dos estudios,
gue nacen de la misma idea, pero que por logistica y metodologia se han realizado de manera

independiente.
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Los estudios de los que consta esta investigacidn son:

e Estudio 1: Longitud de los teld6meros en meditadores Zen de larga duracion y variables

psicoldgicas

e Estudio 2: Respuesta epigenética a la atencidn plena en los leucocitos de sangre

periférica y genes relacionados con enfermedades humanas comunes.

En el siguiente apartado se va a dar paso a la exposicidn de las hipdtesis y objetivos de esta

investigacion.
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En esta seccidn se presentan las hipdtesis de partida y los objetivos que se desarrollaran a lo

largo de este trabajo.

5.1 Hipotesis 1

Existen diferencias en la longitud de los teldmeros entre sujetos sanos meditadores de larga
duracion (>10 afios) e individuos sanos no meditadores cuando se controlan variables fisicas,

bioldgicas y de estilos de vida que podrian actuar como variables de confusién.

5.2 Hipotesis 2

Existen diferencias a nivel epigenético, en el nivel de metilacién del ADN, entre sujetos sanos
meditadores de larga duracién (>10 afios) e individuos sanos no meditadores cuando se
controlan variables fisicas, bioldgicas y de estilos de vida que podrian actuar como variables
de confusidn. Estas diferencias reflejan determinadas vias biolégicas que son modificadas por

la practica de la meditacion.

5.3 Hipotesis 3

Variables psicologicas como mindfulness, compasion o afecto positivo correlacionan
directamente con marcadores biolégicos como la conservacion de los telémeros o la

metilacion del ADN.

5.4 Hipotesis 4

Existe alguna relacidn entre la metilacién del ADN y las regiones teloméricas promocionadas

por la practica de la atencién plena comparada con los controles.
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Para la verificacion de las hipdtesis anteriormente expuestas se han realizado dos estudios

independientes pero complementarios. Los objetivos de cada estudio son:

5.5 Objetivos Estudio 1

Objetivo 1.1: Analizar la longitud de los telémeros en los individuos con larga experiencia de

meditacién (>10 afios de préctica continuada) frente a individuos sanos no meditadores.

Objetivo 1.2: Estudiar los mecanismos psicolégicos que subyacen en el efecto de la

meditacion en la longitud de los telémeros.

5.6 Objetivos Estudio 2

Objetivo 2.1: Hacer un perfil de los patrones de metilacién del ADN en todo el genoma en
leucocitos de sangre periférica (PBL), aislados de los practicantes de la atencion plena a largo
plazo en comparacién con los controles, a fin de identificar regiones diferencialmente

metiladas, en adelante RDM, relacionadas con la practica de la atencién plena.

Objetivo 2.2: Descubrir vias moleculares candidatas que subrayen los efectos biolégicos de la

atencién plena.

Objetivo 2.3: Estudiar si existe una relacion entre las RDM relacionadas con mindfulness y las

regiones teloméricas.
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A continuacidn, se van a exponer los dos estudios de los que consta este trabajo.

6.1 Estudiol
Longitud de los teldmeros en meditadores Zen de larga duracidn y variables

psicologicas

6.1.1 Diseiio

La presente investigacion es un estudio observacional descriptivo transversal, comparando la
longitud de los teldémeros de dos grupos independientes pareados: meditadores de larga

duracion y sujetos sanos no meditadores.

6.1.2 Participantes

Para este estudio se contd con la participacion de 40 personas. Por un lado, 20 expertos
meditadores, que fueron reclutados de la Comunidad Budista Espafiola Soto Zen. La
meditacidn Zen es una meditacion sedente que se centra en el acto de respirar, es una forma
de meditacion de monitorizacion abierta. Por otro lado, 20 personas sanas no meditadoras,
reclutadas entre familiares y amigos de los meditadores con estilos de vida similares, se

emparejo a las muestras por género, edad (+ 2 afios) y grupo étnico.

6.1.3 Criterios de inclusion

A) Los sujetos debian tener entre 18 y 65 afios; B) Haber otorgado su consentimiento
informado; C) Sujetos que entiendan el castellano tanto hablado como escrito; D) Ausencia
de enfermedades médicas relevantes inflamatorias, endocrinas, metabdlicas, infecciosas,

neuroldgicas o de cualquier otro tipo; E) Ausencia de patologia psiquidtrica en el momento
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del estudio, evaluado mediante la entrevista psiquiatrica MINI (por sus siglas en inglés Mini
International Neuropsychiatric Interview); F) No haber consumido ningln tipo de droga o
sustancia téxica en los ultimos 10 afos que pudieran afectar al sistema endocrino o
inmunoldgico; G) En los sujetos meditadores: durante los Ultimos 10 afios una practica de

meditacion formal mantenida (como minimo: 60 minutos/dia de media).

Se considerd criterio de exclusién del estudio: A) Sufrir alguna enfermedad que afecte al
Sistema Nervioso central (traumatismo craneoencefdlico, demencia, patologia organica
cerebral, etc.) y que pueda afectar la realizacién del protocolo. B) Sufrir trastornos médicos
graves que puedan afectar la actividad de la telomerasa (como cualquier tipo de cancer o

SIDA).

El estudio fue aprobado por el Comité de Etica de Aragdn y se realizé de acuerdo con los
estandares éticos de la Declaracion de Helsinki de 1964. Todos los participantes

proporcionaron su consentimiento informado por escrito antes de participar en el estudio.

6.1.4 Procedimientos

Los dos grupos fueron seleccionados y dieron su consentimiento firmado (ver Anexo 2) al
llegar a la primera visita de estudio. Las extracciones de sangre de todos los sujetos para las
mediciones de los telémeros se realizaron por la mafiana. Tras las extracciones de sangre
todos los sujetos del estudio completaron una bateria de cuestionarios sociodemograficos,

psicoldgicos y relacionados con la salud.

6.1.5 Variables, evaluacion e instrumentos de medida

Medicién de la longitud de los telomeros

La sangre se obtuvo mediante puncion venosa de la vena antecubital y se recogio en tubos
con heparina sédica. Las muestras de sangre se procesaron a las 24 h de la extraccién para
aislar células mononucleares de sangre periférica (en adelante PBMC por sus siglas en inglés)

mediante un gradiente de Ficoll-Hypaque. Las PBMC se enjuagaron con una solucién tampdn

m METODOLOGIA



de fosfato, se contaron y se resuspendieron a 10 millones de células por mililitro en un medio
de congelacién. Las alicuotas se congelaron a -80 ° Cy se colocaron en nitrégeno liquido para

su almacenamiento hasta su uso posterior.

Para medir la longitud de los telémeros, empleamos la técnica HT-Q-FISH (hibridaciéon
fluorescente in situ cuantitativa), un método Unico que no solo determina la mediana de la
longitud telomérica (MTL) sino también el porcentaje de teldmeros cortos en células

individuales, lo que indica el grado de envejecimiento celular.

Las células se colocaron en placas de 384 pocillos, se fijaron con metanol / acido acético (3/1,
v / v), se trataron con pepsina para digerir el citoplasma y los nucleos se procesaron para la
hibridacién in situ con una sonda PNA (peptide nucleic acid) marcada con un fluorocromo
(fluorescente) y que reconoce las regiones repetitivas de los telémeros (secuencia: Alexa488-
OO-CCCTAACCCTAACCCTAA, Panagene). Después de varios lavados, como se describe en los
procedimientos estandar de incubacion con DAPI para la tincion de ADN, se afiadié a los

pocillos medio de montaje y la placa se almacené a 4 ° C durante la noche.

La adquisicion y el anadlisis cuantitativo de las imagenes se realiz6 mediante un sistema
confocal Opera High-Content Screening System (Perkin Elmer) utilizando el software Acapella,
versién 1.8 (Perkin Elmer, Waltham, MA, EE. UU.). Las imagenes se capturaron utilizando un
objetivo de inmersion en agua de 40 x 0,95 NA. Las longitudes de onda de excitaciéon UV y 488
nm se utilizaron para detectar las sefiales DAPI y A488, respectivamente. Los resultados de la
intensidad de cada foco identificado fueron exportados desde el software Acapella (Perkin
Elmer). La distribucién de la longitud de los telémeros y la mediana de la longitud telomérica

(MTL) se calcularon con un programa propiedad de Life Length (www.lifelength.com).
Variables relacionadas con la salud

Las mediciones relativas a la salud se realizaron mediante un cuestionario desarrollado por
los laboratorios Labco. Es un cuestionario de salud integral de realizacién obligatoria para los

participantes en el estudio.

Este cuestionario se realiza para poder controlar variables que podrian influir en los
resultados del estudio. Incluye preguntas sobre las siguientes variables: trastornos

cardiovasculares, neurodegenerativos, infecciosos, autoinmunes y otros trastornos. También
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se incluyeron preguntas relacionadas con el uso de medicacion por parte de los participantes

y relativas a su dieta diaria.
Caracteristicas sociodemograficas y datos de meditacién

Las caracteristicas sociodemograficas de la muestra como el género, la edad, el grupo étnico,
el estado civil y el nivel socioecondmico y de educacién de los participantes, fueron
recopiladas a través de un cuestionario simple que los participantes rellenaban el dia de las

pruebas.

La experiencia en meditacion también fue evaluada. El tiempo medio de meditacion semanal
fue homogéneo en el grupo de meditadores Zen con una mediana de 90 minutos al dia. Por
lo tanto, evaluamos el nimero de meses que los participantes habian practicado meditacidn

alolargo de su vida, teniendo en cuenta los periodos en que se habia suspendido su practica.
Variables psicologicas

Para medir las variables psicolégicas y de mindfulness se utilizaron los siguientes

cuestionarios:

Mini Entrevista Neuropsiquiatrica Internacional (MINI) (314). Es una entrevista breve y
estructurada que se utiliza para el diagndstico de trastornos psiquiatricos DSM-1V y CIE-10.
Cuenta con un tiempo de administracién breve de aproximadamente 15 minutos. Esta
entrevista ha sido traducida al espafiol y cuenta con una versién validada en dicho idioma

(315).

Mindfulness Awareness Attention Scale (MAAS) (58). Como se ha comentado
anteriormente, es una escala sencilla que consta de 15 items. Esta disefiada para evaluar, de
forma global, la capacidad general de mindfulness de un individuo. Existe una versién en

espanol validada de esta escala que ha mostrado propiedades psicométricas adecuadas (70).

Cuestionario de cinco facetas de la atencion plena (FFMQ) (66). Este cuestionario, como ya
se ha visto en el capitulo del marco tedrico, consta de 39 elementos que evaltan cinco facetas
de la atencidn plena. Las cinco facetas evaluadas son: la observacién, describir, actuar con

conciencia, no juzgar la experiencia interna y la no reactividad a la experiencia interna. La
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version en espanol del FFMQ ha sido validada y muestra buena consistencia interna y

fiabilidad (75).

Evitacidon experiencial (AAQ-Il) (316). La segunda versién del Cuestionario de aceptacion y
accion (AAQ-Il por sus siglas en inglés), se usé para medir la evitacidon experiencial. El AAQ-II
contiene siete items que evaluan la evitacion experiencial. Los elementos examinan la falta
de voluntad para experimentar emociones y pensamientos (por ejemplo, "Tengo miedo de
mis sentimientos") y la incapacidad de estar en el momento presente y participar en
comportamientos valiosos cuando estdn presentes emociones o pensamientos no deseados
(por ejemplo, "Mis recuerdos dolorosos me impide tener una vida satisfactoria”). Los items
se califican usando una escala de Likert que va desde 1 = “nunca es cierto” a 7 = “siempre es
cierto”. El AAQ-Il se califica sumando todos los items y las puntuaciones mads altas
corresponden a una mayor evitacién experiencial. Este instrumento también tiene una

version en espaiol traducida y validada (317).

La escala de autocompasion (SCS) (318). Consta de 26 elementos que miden seis
componentes de la autocompasion (los aspectos negativos estan codificados a la inversa):
autocompasién (por ejemplo, "Cuando estoy pasando por un momento muy dificil, me
concedo la atencion y la ternura que necesito"), auto juicio (por ejemplo, "Estoy
desaprobando y juzgando mis fallas e insuficiencias"), humanidad comun (por ejemplo, "Trato
de ver mis fallas como parte de la condicion humana"), aislamiento (por ejemplo, "Cuando
fallo en algo que es importante para mi, tiendo a sentirme solo en mi fracaso ", atencion plena
(por ejemplo, "Cuando algo me molesta, trato de mantener mis emociones en equilibrio ") y
sobre identificacion (por ejemplo, "Cuando me siento triste, tiendo a obsesionarme y fijarme
en todo lo que estd mal ”. Los items se califican en una escala de respuesta de cinco puntos
gue va desde 1 (“casi nunca”) a 5 (“casi siempre”). También se ha desarrollado una version en

espaiol de la escala (319).

Escala de resiliencia de Connor-Davidson (CD-RISC) (320). Esta escala para medir la resiliencia
consta de diez items. Es un cuestionario autoadministrado que esta disefiado como una escala
aditiva tipo Likert con cinco opciones de respuesta (0 = “nunca” a 4 = “casi siempre”), que
tiene una sola dimension en la versidn original. La puntuacién final en el cuestionario es la

suma de las respuestas obtenidas de cada item (rango, 0—40), y el valor mas alto indica el
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nivel mas alto de resiliencia. La versidn en espafiol de la escala ha sido validada recientemente

y mostré parametros psicométricos apropiados (321).

Escala de Ansiedad y Depresion Hospitalaria (HADS) (322). EI HADS es un cuestionario de 14
items con siete items que miden la ansiedad (HAD-A) y siete que miden la depresion (HAD-
D). Las calificaciones se totalizan para obtener una puntuacion de 0 a 21 para la ansiedad y la
depresion, y las puntuaciones mas altas indican una mayor depresién o ansiedad. Las
puntuaciones entre 8 y 10 representan posibles casos de ansiedad o depresidn, y las
puntuaciones que son 211 corresponden a casos probables. La validez y confiabilidad de la

versién en espafiol de la HADS han demostrado ser buenas (323).

Escala de satisfaccion con la vida (SWLS) (324). La escala consta de cinco afirmaciones (por
ejemplo, "En la mayoria de los casos, mi vida esta cerca de mi ideal"), y los participantes
califican si estan de acuerdo o en desacuerdo con cada afirmacion utilizando una escala Likert
de cinco puntos. La satisfaccion general con la vida (utilizando una escala de 5 a 25) se calcula
como la suma de las respuestas a todos los items. Una puntuacion mds alta indica un mayor
nivel de satisfaccion con la vida. Los estudios anteriores han demostrado consistentemente
una alta confiabilidad y una estructura de factor Unico de elementos SWLS. Este instrumento
tiene una version en espafiol traducida y validada que ha mostrado parametros adecuados

(325).

Escala de felicidad subjetiva (SHS) (326). Es una medida de la felicidad global subjetiva de
cuatro puntos en una escala Likert de siete puntos. El presente estudio utilizé la versidn en
espanol del SHS, que ha establecido su validez (327). La puntuacidn final de la SHS es la media
de las respuestas a los cuatro items. Los valores finales de la SHS pueden variarde 1 a 7, donde

un numero mas alto indica un mayor nivel de felicidad.

6.1.6 Analisis estadistico de los datos

Primero, dependiendo de su distribucidn, todas las variables se describieron utilizando la
media (desviacion estandar, DE o SD), o las frecuencias (porcentajes). Las comparaciones

entre grupos se realizaron utilizando la prueba t de Student o la prueba de chi cuadrado. Los
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tamafos del efecto en la longitud de los telémeros entre meditadores y no meditadores se
evaluaron utilizando la d de Cohen. Las estadisticas descriptivas y las correlaciones de Pearson
crudas (r) entre los datos sociodemograficos, las variables psicolégicas y las dos mediciones
de los telomeros se calcularon teniendo en cuenta la muestra total. Las variables
sociodemograficas y psicoldgicas que mostraron resultados significativos en el analisis crudo
se incluyeron en dos modelos de regresion lineal multivariante que evaluaron las relaciones
ajustadas entre las mediciones de los teldmeros y los resultados psicolégicos. Utilizamos el
método de pasos sucesivos para introducir las variables en los modelos de regresidon y para
evaluar las relaciones ajustadas entre las mediciones de los telémeros y los resultados
psicoldgicos debido al pequeiio tamafio de la muestra (n = 40) y los subsecuentes problemas
relativos al poder estadistico. Se utilizaron los coeficientes estandarizados (beta) para evaluar
la contribucidn individual de las variables al explicar la longitud de los telémeros y la prueba
de Wald para evaluar la significatividad estadistica de dichas contribuciones. También se
calcularon coeficientes de determinacion multiple ajustados (adj-R2) para observar el poder
explicativo agrupado de las variables independientes, y su importancia se evalué mediante
analisis de varianza (328). Se calcularon los coeficientes de correlacion parcial (R), indicando
la correlacién entre dos variables cuando se eliminan los efectos de las otras variables en la
ecuacion. La prueba de Kolmogorov-Smirnov (KS) se utilizé para determinar si la distribucion
condicional de los residuos cumplia con el supuesto de normalidad. Finalmente, se confirmo
gue los valores de Durbin-Watson (DW) se acercaron a un valor de aproximadamente 2,00
para descartar problemas de autocorrelacidn entre los términos de error. Todas las pruebas
utilizadas fueron bilaterales, y el nivel de significacidon fue a <0,05. Se utilizé el paquete de

software estadistico SPSS-19
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6.2 Estudio 2
Respuesta epigenética a la atencidon plena en los leucocitos de sangre

periférica y genes relacionados con enfermedades humanas comunes.

6.2.1 Diseiio

El estudio fue disefiado como un estudio observacional, transversal de caso-control.

6.2.2 Participantes

Para la muestra se reclutaron a 17 meditadores de larga duracién, miembros de la Asociacion
Espanola de Mindfulness y del Master de Mindfulness de la Universidad de Zaragoza. El grupo
control fue formado por 17 sujetos sanos no meditadores, que fueron reclutados entre
familiares y amigos de los meditadores con estilos de vida similares. Se emparejé a las

muestras por edad (+ 2 afios), género y grupo étnico.

6.2.3 Criterios de inclusion

Los criterios de inclusién fueron: A) Los participantes de ambos grupos debian tener entre 18
y 65 afios; B) hablar de manera fluida en espafiol; C) En los sujetos meditadores: durante los
ultimos 10 afios una practica de meditacién formal mantenida (como minimo: 60 minutos/dia

de media).

El tipo de meditacién practicada es la meditacidon de monitorizacién abierto (MA). Durante la
MA, el alcance de atencion se expande y el meditador permanece atento a cualquier
experiencia que pueda surgir (percepciones, pensamientos, contenido emocional y / o
conciencia subjetiva), sin seleccionar, sobre-identificar, juzgar o enfocar en ninglin objeto en

particular (25,329).
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Los criterios de exclusidon para la participacion fueron los siguientes: A) Tener un historial o
diagndstico actual de un trastorno psiquidtrico basado en la entrevista MINI, B) Recibir

tratamiento farmacoldgico o psicolégico o padecer trastornos médicos graves.

6.2.4 Procedimientos

Los dos grupos fueron seleccionados y dieron su consentimiento firmado al llegar a la primera
visita del estudio. Las extracciones de sangre de todos los sujetos se realizaron por la mafiana.
Tras las extracciones de sangre todos los sujetos del estudio completaron una bateria de

cuestionarios sociodemograficos, psicoldgicos y relacionados con la salud.

6.2.5 Variables, evaluacion e instrumentos de medida

Medicidn de los niveles de metilacion de cada CpG para cada sujeto

De cada sujeto, se obtuvo una muestra de sangre periférica mediante puncidn venosa en
tubos con EDTA (acido etilendiaminotetraacético). Las muestras de sangre se centrifugaron a
4500 rpm durante 15 minutos a 4 ° C. La capa de células blancas (buffy coat) se conservé con
una solucion de estabilizacion del RNA (RNAlater™, Sigma-Aldrich, St. Louis, MO) y se
almacend a -80 ° C hasta su uso posterior. El ADN se aisl6 mediante métodos estandarizados
(330). A continuacion, se realizé un andlisis de metilacion del ADN de todo el genoma
mediante la plataforma Infinium HumanMethylation450 BeadChip array (lllumina, Inc., San
Diego, CA, EE. UU.) (331), que se realizé en el Centro de Recursos Compartidos de Gendmica
del Instituto del Cancer de Roswell Park (Buffalo, Nueva York, EE. UU.). De cada muestra de
sangre se utilizd una cantidad de 500 ng de ADN gendmico, que fue tratada con bisulfito y
posteriormente hibridada en el BeadChip de acuerdo con el protocolo del fabricante. Se
analizaron un total de 485,577 citosinas (en dinucledtidos CpG) a lo largo del genoma
humano, cubriendo el 99% de los genes RefSeq y el 96% de las islas CpG. El porcentaje de
metilacidon (valor B) en cada sitio CpG inspeccionado se calculd tras la normalizacion vy el

control de calidad.

Con el fin de minimizar el sesgo potencial introducido por los efectos de lotes, realizamos la

asignaciéon de muestras a lotes utilizando la herramienta OSAT (332). El procesamiento de
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imagenes del microarray de metilacién se llevé a cabo utilizando el médulo de metilacidn
GenomeStudio (Illumina, Inc.). Se corrigié el efecto de fondo y se realizé un ajuste para evitar
el sesgo del tipo de sonda (tipo | / Il). Para minimizar la variacién técnica y mejorar la calidad

de los datos, utilizamos el método Dasen (333) como herramienta de normalizacion.

Antes de realizar el analisis de metilacién diferencial, eliminamos las sondas que solapan con
los polimorfismos de un solo nucleétido (SNP) comunes, asi como las sondas clasificadas como
controles internos del microarray de metilacién por la compaiiia lllumina. Ademas, las sondas
ubicadas en los cromosomas X e Y se descartaron junto con las sondas que hibridan de forma
no especifica en multiples ubicaciones en el genoma (334,335). También se eliminaron las
sondas que técnicamente no superaron el umbral de calidad de lllumina (1567 sondas con un
recuento de <3 en > 5% de muestras y 535 sondas con un valor de deteccién de p> 0,05 en el
1% de las muestras). Al final, un total de 263495 sondas (que representan sitios CpG) se

incluyeron en el anélisis de metilacién diferencial (ver Figura 6.1).

Figura 6.1 Diagrama de flujo de procedimientos bioinformaticos

485 577 CpGs

65 probes-lllumina controls
3 091 ch probes
36 535 SNPs lllumina Annotated probes

445 886 CpGs
chrX 11 232 probes
chrY 416 probes
434 238 CpGs
24 799 non-specific probes (Chen et al. 2013)
143 842 noisy probes (Price, Coton 2013)
265 597 CpGs
1 567 probes as beadcount <3 in 5 % of samples
535 probes having >1 % of samples with a
detection p-value >0.05
Dasen Differential
R e Normalization Methylation Analysis

Nota: El esquema muestra el diagrama de flujo de los procedimientos bioinformaticos usados en este estudio
para el control de la calidad de la metilaciéon 450K y el analisis normalizado.
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Para identificar los principales patrones de variacidn en los perfiles de metilacidn, se aplicé el

analisis de componentes principales (PCA) de la metilacién global del ADN (ver Figura 6.2).

Figura 6.2 Analisis de componentes principales de los datos de metilacion 450K
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Nota: El andlisis de componentes principales (PCA en sus siglas en inglés) de los datos de metilacion 450K
muestra una agrupacion de los sujetos de acuerdo con el estado de meditacion (letra roja) o control (letra negra).

Se realizaron validaciones de algunas regiones diferencialmente metiladas (RDM). El ADN

gendmico (500 ng) se incubd con bisulfito utilizando el kit de bisulfito EpiTect (QIAGEN,

Redwood City, CA, EE. UU.) de acuerdo con las instrucciones del fabricante. Se disefaron

parejas de cebadores mediante el programa MethPrimer (336), los cuales se enumeran en la

Tabla 6.1. Los productos de PCR (reaccidn en cadena de la polimerasa) se clonaron utilizando

el sistema de clonacién TopoTA (Invitrogen, Carlsbad, CA, EE. UU.) Y se secuenciaron un

minimo de 12 clones independientes para cada sujeto y RDM examinados. Los graficos de

metilacion se obtuvieron utilizando el software QUMA (337).
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Tabla 6.1 Cebadores de bisulfito para PCR

NR4A2_bis

bis-PCR

181 bp

54,75

TGGAATAGTTTAGGTTGGTTATAGT

54,95

CAAAACTCTTCCTTTACAATAATTC

KBTBD11_bis

bis-PCR

309 bp

55,57

AAGTGTTAGTTTTTTTGATGTGTTT

58,28

CCTATACAACCCATCCTAATATTCC

Nota: La tabla muestra los pares de cebadores usados en el estudio. bis-PCR: PCR de bisulfito; bp: par de bases;
Tm: temperatura de fusion

Los niveles de metilacién de cada CpG para cada sujeto (valores B / valores M) se obtuvieron

a partir de los resultados de la matriz (microarray).

Variables psicoldgicas
Los participantes también completaron una bateria de datos sociodemograficos (edad, sexo,
educacion, indice de masa corporal, total de meses de practica de atencién plena) y

cuestionarios psicoldgicos relacionados con la salud.

Los cuestionarios psicolégicos realizados por los participantes del estudio fueron los mismos

gue los ya nombrados en el estudio 1 (ver seccién 6.1.5).

6.2.6 Analisis estadistico de los datos

En primer lugar, se utilizaron una serie de variables psicoldgicas y relacionadas con la atencién
plena para descartar cualquier trastorno psiquidtrico en ambos grupos de participantes, asi
como para evaluar las posibles diferencias psicolégicas como resultado de la practica
diferencial de atencion plena en los grupos. Estas diferencias potenciales se evaluaron
utilizando el contraste t de Student correspondiente, con un limite de significacidn estadistica

establecido en p <0,05.

El analisis de metilacién diferencial se realizé utilizando varios paquetes de R / Bioconductor
gue compararon los niveles de metilacién (valores B / valores M) entre los meditadores de
larga duracidn y los controles. Nuestro objetivo fue identificar las regiones diferencialmente
metiladas, o RDM, definidas como loci que contienen cambios de metilacidon concordantes y

significativos entre CpGs vecinas (dos o mds CpGs) (338). Con el fin de aumentar el poder

m METODOLOGIA



estadistico del estudio, aplicamos métodos recientemente descritos para identificar las RDM
(339). Las diferencias de metilacién se priorizaron segun los valores de p mds bajos para
garantizar que se incluyeran las RDM mas consistentes entre meditadores y controles. Estos
analisis identificaron conjuntos de loci candidatos con diferencias consistentes en la

metilacion en meditadores versus controles.

Ademas, se llevé a cabo un andlisis funcional in silico de las RDM. Primero, realizamos una
busqueda manual y sistemdtica de la literatura y bases de datos (Genetic Association
Database, CDC HUGE Published Literatur y MalaCards database) para identificar aquellos
genes relacionados con enfermedades, incluidos los trastornos inmunes, neuroldgicos y
neuropsiquiatricos, junto con otros rasgos y funciones bioldgicamente relevantes entre

nuestro conjunto de RDM.

Para determinar la importancia bioldgica de las RDM, se realizé un analisis de enriquecimiento
basado en genes utilizando la herramienta de anotacion funcional Database for Annotation,

Visualization, and Integrated Discovery (DAVID v.6.7; http://david.abcc.ncifcrf.gov) (340).

Presentamos todos los términos de ontologia de genes (GO) con un valor de p nominal inferior

a0,1.

El programa Ingenuity Pathways Analysis (IPA) de Ingenuity Systems® (Qiagen, Redwood City,
California, EE. UU.) se utilizd para expandir el analisis funcional in silico del conjunto de RDM.
El anadlisis IPA determind las funciones bioldgicas y/o enfermedades relacionadas
significativamente (test Fisher). El andlisis se realizé para identificar redes de genes, vias
candnicas y funciones enriquecidas en nuestros resultados de RDM. Ademas, se aplicé un
analisis del regulador upstream para predecir moléculas capaces de regular el conjunto de
genes diferencialmente metilados. El objetivo de esta herramienta de IPA es identificar los
reguladores transcripcionales en sentido ascendente, lo que puede ayudar a descubrir nuevas
actividades bioldgicas relacionadas con nuestra condicién (la meditacidon intensiva) en

nuestros datos.

Por otro lado, se estudié si las RDM se asociaban con motivos especificos de unidn a factores
de transcripciéon en el ADN, mediante la herramienta de descubrimiento de motivos
Hypergeometric Optimization of Motif Enrichment (HOMER - http://biowhat.ucsd.edu/

homer / ngs / index.html). Las busquedas para motivos de novo se realizaron con la
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configuracion predeterminada: la seleccion de fondo coincidente con el porcentaje del
contenido de guanina-citosina (GC), el porcentaje de normalizacién del contenido de GC, la
auto-normalizacidn del oligo, y las regiones para la busqueda de motivos configuradas como
ventanas de 200 pb centradas en los sitios CpG. El enriquecimiento del motivo (seleccionado

versus fondo) se calculd utilizando una distribucidon binomial acumulativa.
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7 RESULTADOS






7.1 Caracteristicas de la muestra del Estudio 1

A continuacidn, vamos a comentar los datos resultantes del primer estudio. Un meditador fue
excluido de los analisis porque tenia cancer de prdstata y dos sujetos pertenecientes al grupo

control fueron excluidos porque estaban siendo tratados con antidepresivos.

La muestra fue pareada en las variables de género, edad y grupo étnico para evitar diferencias
significativas. Hubo un predominio en la muestra de hombres caucdsicos de mediana edad.
En la Tabla 7.1 quedan reflejadas las caracteristicas sociodemograficas y de salud. No se
encontraron diferencias significativas en el resto de las variables sociodemograficas como
(vivir con un compafiero y afios de educacion), ni en la mayoria de los habitos de salud
(consumo de tabaco, alcohol y medicamentos y la dieta vegetariana) y tampoco se
encontraron diferencias significativas en trastornos médicos crénicos. Las Unicas diferencias
encontradas entre los grupos fueron en el indice de masa corporal promedio (IMC), que fue
significativamente mayor en los meditadores que mostraron sobrepeso leve (IMC> 25) y la
cantidad de ejercicio fisico, que fue menor en los meditadores. El periodo medio de
meditacidn diaria informado por los meditadores fue de 75 minutos con una desviacidn tipica
de 15 minutos. El tiempo promedio que los participantes habian practicado la meditacidn
durante su vida fue de 180 meses con una desviacidn estandar de 12 meses. Los participantes
hicieron una estimacidon redondeando ambas medidas por la dificultad de proporcionar datos

mas precisos, lo que dio como resultado datos bastante homogéneos.

Las variables de salud recogidas con el cuestionario de salud de Labco no mostraron
diferencias significativas entre los grupos. No han sido incluidas en la tabla debido a la
magnitud de los datos. Estas variables incluyeron la prevalencia de trastornos
cardiovasculares (infarto cardiaco, aterosclerosis, arritmia y venas varicosas), trastornos
neurodegenerativos (enfermedad de Alzheimer, enfermedad de Parkinson, esclerosis
multiple y esclerosis amiotréfica lateral), trastornos infecciosos (sifilis, hepatitis B y C,
mononucleosis, toxoplasmosis y citomegalovirus), trastornos autoinmunes (psoriasis, artritis
reumatoide y lupus eritematoso) y otros trastornos (osteoporosis, enfermedad pulmonar
obstructiva cronica, fibrosis pulmonar, disquatosis congénita, progeria, anemia apldsica, asma

y alergias). Otras variables evaluadas fueron el uso de diferentes medicamentos (como los
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estrégenos, los agentes hormonales de la tiroides y los antioxidantes) y las caracteristicas de

la dieta del participante (como el consumo de frutas, verduras, carnes rojas y grasas).

Tabla 7.1. Caracteristicas de la muestra del Estudio 1

MEDITADORES | NO MEDITADORES SIGNIFICANCIA

VARIABLES

Sociodemograficas

IMC, media (DE)

Género (hombre) 2 14/20 (70%) 14/20 (70%) X2=0,0; df=1; p=1
Edad, media (DE)? 48,55 (8,05) 48,30 (8,76) t=0,094; df=38; p=0,926
20/20 (100%) 20/20 (100%) X?=0; df=1; p=1
17/20 (85%) 18/20 (90%) X?=0,229; df=1; p=0,663
Afos de educacién, media (DE) 14,25 (4,37) 12,60 (3,11) t=1,37; df=38; p=0,178
Habitos de salud
Tabaco (>10 cigarrillos/dia) 3/20 (15%) 5/20 (25%) X2=0,625; df=1; p=0,429
Alcohol ® 0/20 (0%) 0/20 (0%) X2=0; df=1; p=1
Medicacidn 0/20 (0%) 0/20 (0%) X2=0; df=1; p=1
Dieta vegetariana 0/20 (0%) 0/20 (0%) X2=0; df=1; p=1

25,25 (1,50)

23,79 (1,96)

t=2,63; df=38; p=0,012*

Ejercicio (>3 horas/semana) 1/20 (5%) 7/20 (35%) X2=5,65; df=1: p=0,048*
Enfermedades médicas

Diabetes 1/20 (5%) 3/20 (15%) X2=1,111; df=1; p=0,292
Hipertrigliceridemia 1/20 (5%) 3/20 (15%) X?=1,111; df=1; p=0,292
Hipercolesterolemia 1/20 (5%) 3/20 (15%) X2=1,111; df=1; p=0,292
Hipertension 3/20 (15%) 4/20 (20%) X2=0,173; df=1; p=0,677
Artrosis 1/20 (5%) 3/20 (15%) X2=1,111; df=1; p=0,292

Nota: * p<0,05, ? = Variables pareadas, = (>4 unidades/dia para hombre o >3 unidades/dia para mujeres), IMC
= Indice de masa corporal
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7.2 Maedicion de la longitud de los telé6meros

Una prueba t de Student mostrd que el grupo de meditadores expertos (media = 10.82 kb;
SEM (standard error of the mean) = 0.23; DE = 1.03) tenia un MTL significativamente mds largo
(t=2.97; df = 38; p = 0.005; Cohen's d = 0.94) en comparacion con el grupo control (media =
9.94 kb; SEM = 0.19; SD = 0.84) (ver Figura 7.1).

Los datos relativos al percentil 20 de la longitud telomérica fueron similares y mostraron que
la prevalencia de teldmeros cortos en las células del grupo de meditadores expertos (media
=5,22 kb; SEM =0,11; SD = 0,48) fue significativamente menor (t = 2,84; df = 38; p = 0,007; d
de Cohen =0,91) que el grupo de comparacion (media = 4,80 kb; SEM = 0,10; SD = 0,44) (ver
Figura 7.1).

Figura 7.1 MTL y percentil 20 de la longitud telomérica en meditadores y no meditadores
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7.3 Variables de mindfulness

Como era de esperar, los meditadores expertos mostraron resultados significativamente
mejores en las mediciones que estaban relacionadas con las capacidades de atencién plena
como la atencion y la conciencia, la observacion, la descripcidn, el no juzgar, la resiliencia, la
autocompasidén y la satisfaccion con la vida y la felicidad subjetiva. Ademas, los meditadores
de larga duracidn mostraron una evitacidn experiencial, ansiedad y depresion

significativamente mas bajas (ver Tabla 7.2).
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Tabla 7.2 Variables psicolégicas en meditadores (n=20) y no meditadores (n=20)

NO-MEDITADORES, MEDIA

VARIABLES MEDITADORES, MEDIA (DE) | MTL (r) (DE) MTL (R) t (df) MTL(r)A | 20TH (r)A
MAAS 4.50 (0.16) 0.09 0.15 3.39 (0.26) 0.44 0.43 15.79 (38) ***  0.49**  0.49**
FFMQ Observacién 28.65 (1.42) 0.29 0.11 23.95 (0.99) -0.10 -0.05  12.08(38)***  045**  0.39*
FFMQ Descripcion 26.90 (1.33) -0.46* -0.42 29.25 (1.29) -0.13 005  -5.66(38)***  -050**  -0.45%*
:zm%:ccita“ar con 32.55 (1.50) -0.35 -0.28 27.75 (1.44) -0.01 0.12 10.28 (38) ***  0.46** 0.40*
FFMQ No juzgar 31.65 (1.46) 0.20 0.23 26.85 (4.46) -0.15 -0.06 4.57 (38) *** 0.23 0.26
FFMQ No reactividad 22.95 (2.50) -0.35 -0.29 21.35 (2.41) -0.07 -0.06 2.05 (38) * -0.05 -0.02
AAQ-II 14.75 (2.82) -0.41 -0.41 22.60 (1.69) -0.23 -0.09  -10.64(38) ***  -0.53***  -0.49**
HADS Ans 0.75 (0.63) 0.30 0.30 4.05 (0.75) -0.48* -0.47%  -14.87(38) ***  -0.43%*%  -0.42%*
HADS Dep 0.40 (0.59) 0.12 0.27 4.05 (0.99) 0.15 020  -14.02(38) ***  -0.35* -0.30
CD-RISC 31.10 (1.11) -0.01 -0.08 24.45 (1.50) -0.28 -0.26  15.86(38) ***  0.36* 0.33*
SWLS 29.30 (2.55) 0.07 -0.03 23.00 (1.89) -0.06 -0.13 8.85(38) ***  0.37* 031
SHS 27.20 (2.21) 0.31 0.33 21.10 (1.74) 0.14 0.18 9.67 (38) ***  0.48**  0.48**
SCS Autocompasion 5.40 (0.68) 0.27 0.19 4.45 (0.82) 0.05 0.19 3.97 (38) *** 0.36* 0.37*
SCS Humanidad 5.35 (1.08) 0.40 0.37 3.90 (0.71) 0.09 0.13 4.97 (38) ***  047**  0.46**
SCS Mindfulness 4.80 (1.10) 0.08 0.12 3.75 (0.63) -0.18 -0.19 3.67 (38) *** 0.22 0.23

Nota: SD = Desviacion tipica, r = Coeficiente de Pearson, t(df) = contraste t-student y grados de libertad, MTL= Mediana de la longitud telomérica, 20th = longitud de los telémeros por debajo
de la cual cae el 20% de los teldmeros observados, MAAS = Mindfulness Awareness Attention Scale, FFMQ = Cuestionario de Atencién Plena de Cinco Facetas, AAQ-Il = Segunda versién del
Cuestionario de Aceptacion y Accidn (Evitacion experiencial), HADS = Escala de Ansiedad y Depresion Hospitalaria, Ans = Ansiedad; Dep = Depresion, CD-RISC = Escala de Resiliencia de Connor-
Davidson, SWLS = Escala de Satisfaccion con la Vida, SHS = Escala de Felicidad Subjetiva, SCS = Escala de Autocompasidn, *p<0.05, **p<0.01; ***p<0.001 (bilateral), a = Muestra total



7.4 Teldmeros y variables de mindfulness

La relacidn entre variables sociodemograficas y la longitud de los telé6meros solo mostré una
relacién significativa entre la edad y la MTL (r = 0,66; p <0,001) y percentil 20 (r = 0,64; p
<0,001).

Las correlaciones entre las variables psicolégicas y la medicion de los teldmeros, tanto la MTL
y el percentil 20, apoyaron la hipétesis del estudio, ya que estas variables se asociaron en la

direccion esperada (ver Tabla 7.2).

Una de las variables que mostrd una alta correlacion con la longitud de los telémeros fue la
evitacion experiencial (r = -0.53; p <0.001). Tres de las subescalas de mindfulness no
mostraron una asociacién significativa con la longitud de los telémeros, estas subescalas
fueron: no juzgar, no reactividad y la escala de autocompasion. Para determinar cudl de las
variables de mindfulness fue responsable del mantenimiento de los telémeros, calculamos un
andlisis de regresion con respecto a la MTL (ver Tabla 7.3). Utilizamos un modelo de regresion
de pasos sucesivos (debido al poder estadistico limitado) con las siguientes variables: grupo
(meditadores / no meditadores), edad (la Unica variable sociodemografica con una asociacion
significativa con la longitud de los telémeros) y todas las variables psicolégicas que mostraron
una significativa asociacion con la longitud de los telémeros. Como resultado, solo las
variables que explicaron mejor la variabilidad en la longitud de los telémeros se incluyeron en
el modelo final, ya que las variables que no agregaron nueva informacion a las variables

introducidas en los pasos anteriores se eliminaron.

Los componentes que midieron las habilidades de atencién plena en las escalas MAAS y FFMQ
no contribuyeron al modelo final. Sin embargo, los siguientes tres factores hicieron
contribuciones significativas: edad (beta = -0.67; p <0.001), evitacion experiencial (beta =
-0.35; p = 0.004), y la subescala de humanidad compartida de la escala de autocompasion
(beta=0.27; p=0.024). A continuacién, se realizé un segundo modelo de regresién utilizando
los valores del percentil 20 de la longitud de los telémeros como referencia. Los resultados
fueron similares a los mostrados en el primer modelo. La edad (beta = -0.65; p <0.001), la

evitacion experiencial (beta = -0.29; p = 0.024) y la subescala de humanidad compartida de la
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escala de autocompasion (beta = 0.29; p = 0.029) contribuyeron significativamente (ver Tabla

7.3).

Tabla 7.3 Modelo de regresiéon sobre la MTL y el percentil 20 de la longitud telomérica (N=40)

e er
O -

7 35.78 (1/ 36) < 0.001 0.54 2.03 0.923

B (95% Cl) Beta p¢
R | B(e5%C) | Se |Beta _p* |

Corte con el eje de ordenadas 14.73 (de 12.77 a 16.69) 0.97 <0.001

-0.80 -0.08 (de-0.10a-0.06) 0.01 -0.67 <0.001

-0.46 -0.08 (de-0.13a2-0.03) 0.03 -0.35 0.004

SCS Humanidad 0.37 0.23 (de 0.03 2 0.44) 0.10 0.27 0.024

N R T T B
)

Percentil 20 0.67 26.85(1/36)<0.001 0.29 2.02 0.596

TR | Bewa) | se lbew | 5|

Corte con el eje de ordenadas 6.94 (de 5.88 a 8.00) 0.52 <0.001

-0.76 -0.04 (de-0.05a-0.03) 0.01 -0.65 <0.001

-0.37 -0.03 (de-0.06 a-0.01) 0.01 -0.29 0.024

SCS Humanidad 0.36 0.12 (de 0.01 2 0.23) 0.05 029 0.029

Nota: Método = paso a paso, Adj-R? = Coeficiente ajustado de determinacién multiple; p? = p-valor para el analisis
de varianza asociado con la regresién, Se = Error tipico, DW = Valor Dubin-Watson, p® = p-valor para el contraste
del test de normalidad K-S sobre los residuos, R = coeficiente de correlacién parcial, B = pendiente de la
regresion, Cl = Intervalo de confianza, Beta = Pendiente estandarizada, p° = p-valor del resultado del test de
Wald, AAQ-2 = Segunda versién del Cuestionario de Aceptacidn y Accidon, SCS = Escala de Autocompasion

A continuacién se van a presentar los resultados obtenidos en el segundo estudio de Ila

investigacion.

RESULTADOS



7.5 Caracteristicas de la muestra del Estudio 2
Las caracteristicas generales de los sujetos incluidos en el estudio se muestran en la Tabla 7.4.
Los sujetos fueron emparejados segun las variables de género, edad y grupo étnico para evitar

diferencias significativas entre los grupos.

Se evalué lainformacidn sobre la experiencia de meditacidn de los participantes. Esta variable
se contabilizd con la media aproximada del nimero de meses que los participantes habian

practicado durante su vida.

Los datos sociodemograficos se distribuyeron por igual entre los grupos, pero en comparacion
con los controles, los meditadores mostraron un perfil mas saludable en términos de variables

psicolégicas (ver Tabla 7.4).
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Tabla 7.4 Caracteristicas de la muestra del Estudio 2

T T e
24 (70.60%) 11 (64.70%) 13 (76.50%) 0.452
18 (52.9%) 10 (58.8%) 8 (47.1%) 0.492
24.32 (1.94) 23.73 (2.13) 24.91 (1.58) 0.078
16 3.93 (0.60) 3.42 (0.25) 4.43(0.38) <0.001
8-40 26.38 (2.76) 23.94 (1.03) 28.82 (1.43) <0.001
8-40 27.44 (2.06) 26.00 (1.12) 28.88 (1.76) <0.001
8-40 30.35 (2.89) 27.88 (1.50) 32.82 (1.43) <0.001
8-40 29.29 (4.08) 26.41 (3.81) 32.18 (1.47) <0.001
7-35 24.00 (2.58) 22.88 (2.47) 25.12 (2.23) 0.009
0-21 1.74 (1.52) 3.06 (0.90) 0.41(0.51) <0.001
0-21 2.50 (2.02) 4.12 (1.05) 0.88 (1.32) <0.001
0-100 27.91 (3.68) 24.53 (1.59) 31.29 (1.05) <0.001
4-28 23.77 (3.65) 21.00 (1.80) 26.53 (2.83) <0.001
28 5.00 (1.16) 4.47 (1.01) 5.53 (1.07) 0.006
28 4.97 (1.53) 3.71(0.77) 6.24 (0.90) <0.001
2-10 4.88(0.91) 4.47 (0.88) 5.29 (0.77) 0.007
535 28.15 (2.36) 26.71 (2.20) 29.59 (1.50) <0.001
7-49 18.65 (4.44) 22.41 (1.58) 14.88 (2.83) <0.001

Nota: Los numeros representan media, desviaciones estandar (DE) y el p-valor asociado con el contraste t-student entre el grupo control y el grupo de meditadores, excepto para
el género y la educacién donde los nimeros representan frecuencias y porcentajes (entre paréntesis) y el p-valor asociado a un contraste 2. El rango indica los limites de las escalas
para cada variable psicoldgica.



7.6 Identificacion de RDM entre meditadores y controles

Encontramos 64 regiones diferencialmente metiladas (RDM) que superaron nuestro umbral

estadistico (diferencia f 20,05 y valor de p minimo < 0,05), que corresponden a 43 genes (ver

Tabla 7.5). La longitud media de las RDM relacionadas con la atencion plena fue de 499,6

pares de bases (pb). Las RDM relacionadas con mindfulness contenian un promedio por regién

de 4,3 dinucleétidos CpG diferencialmente metilados y hubo 3 RDM que contenian 10 o mas

dinucledtidos CpG diferencialmente metilados, correspondientes a los genes NR4A2, HOXD4

y ADAM32 (ver Tabla 7.5).

Tabla 7.5 RDM entre meditadores de larga duracion y controles

NR4A2

| Rowin | Rowin | nosondas | min_palor | betadi
13

KBTBD11

TYWS3, CRYZ

TRABD2B

ZSCAN12L1

SERPINBS

MIR10B, HOXD4

UNCX

C10orf11

WNK4

RPS6KA2

HTRA4

LZTS1

CLEC11A

MADCAM1

C8orf73

LAMA2

MLPH

RTKN

ADAM32

SRXN1

ZNF385D

TACR3

EVPLL

2 157184401 157187204 4,15117E-13 -0,063
8 1954777 1955196 4 3,90054E-08 -0,053
1 75198403 75199117 8 8,36204E-07 0,062
1 48452465 48452740 3 1,29883E-05 0,075
6 28058715 28058856 5 0,00012719 -0,094
6 2891973 2892050 2 0,00012719 0,062
2 177013630 177015044 12 0,000127669 -0,056
7 1266180 1267228 4 0,000393945 -0,114
11 67383377 67383802 6 0,000478885 -0,092
10 77542302 77542585 7 0,000594424 -0,059
17 40934398 40934907 2 0,000632099 -0,089
166876490 166877038 7 0,000731957 -0,065
38831508 38832728 6 0,000798404 -0,052
20112175 20112813 4 0,000944855 0,057
19 51225848 51226849 7 0,001400841 -0,058
19 495355 495737 2 0,001456746 -0,081
144654887 144655484 4 0,002101627 -0,058
129251071 129251445 3 0,00210634 -0,063
12 114107712 114107765 2 0,00210634 0,071
238406108 238406478 3 0,003007912 -0,056
74668976 74669387 4 0,003786336 -0,072
8 38964500 38965492 10 0,004423946 -0,053
20 633418 634604 4 0,004924204 -0,062
22412385 22413680 5 0,005558229 -0,103
4 104641319 104641548 2 0,007012852 -0,069
17 18286412 18286644 2 0,007191908 0,052
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4 122853464 122854336 6 0,007613165 0,054
2 157183013 157183291 2 0,008188896  -0,076
4 675137 675827 3 0,008481849 0,126
D 149144820 149145243 5 0,008751084  -0,118
N 1 149162430 149162518 3 0,008912857  -0,083
N 4 1514317 1514621 2 0,008962804  -0,086
N 3 14615444 14615956 4 0,009026339 0,060
6 167070053 167070616 3 0,009173941 0,081
6 26195488 26195995 4 0,009726208 0,068
2 21267113 21267334 4 0,010026859  -0,051
2 196933546 196933852 6 0010215384 0,071
N 101348456 101348501 3 0,011525051  -0,051
19 18698825 18699118 2 0,012018869  -0,066
17 40936078 40937270 7 0,012659477  -0,059
11 78614359 78614522 2 0,013522189 0,076
75590483 75591353 5 0014181112 -0,108
6 163149167 163149674 5 0,014516207  -0,055
12 125002007 125002474 3 0,016301777  -0,059
16 2867773 2868001 2 0,021467194 0,064
6 167571172 167571803 5 0,023259942  -0,071
21792248 21792991 8 0,023373579 0,053
201617847 201618209 4 0,027339757  -0,051
DN 154026371 154026979 4 0,02840663  -0,076
N 51671357 51671563 2 0,028596197  -0,066
22 20192371 20192485 2 0,028596197 0,074
9 98279753 98280076 2 0,028716062  -0,051
20 57582706 57583076 7 002952523  -0,051
5 178986131 178986728 7 0,029542821  -0,063
3 11267020 11267525 4 0,031293469  -0,061
6 52858998 52859107 3 0033941429  -0,051
3 10184319 10184584 2 0,036129484 0,075
8 709576 709692 2 0,036605753  -0,059
16 857454 857863 3 0,036715428 0,106
20 5485245 5485294 5 0,037797935  -0,090
13 76444798 76444831 3 0,039364018  -0,051
N 6 28446794 28447107 4 0,041039298  -0,071
19 45449297 45449301 2 0,041719648 0,062
' o 102381293 102381344 2 0,046623988  -0,082

Nota: La tabla muestra 64 RDM ordenadas con el criterio del menor p-valor. Abreviaturas: NA = No aplica, Cr

Cromosoma, RDM-ini = coordenadas del comienzo de cada RDM anotado por UCSC hgl9 build, RDM-fin
coordenadas del final de cada RDM anotado por UCSC hgl9 build, no.sondas = nimero total de sondas
diferencialmente metiladas dentro de cada RDM, beta.dif = diferencia en la metilacién media entre participantes
de mindfulness y controles para cada RDM
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La mayoria de las RDM, en concreto 45 RDMs (70,3%), estaban hipometiladas en el grupo de
meditadores, mientras que solo 19 RDM (29,7%) se observaron hipermetiladas en

meditadores en comparacion con los sujetos control (ver Figura 7.2).

Figura 7.2 CpGs metilados
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Nota: A. El grafico de volcan muestra los resultados de los CpGs metilados diferencialmente entre los
meditadores de larga duracidn y los controles basados en la diferencia beta contra la significancia estadistica.
Los puntos rojos corresponden a CpGs hipermetilados y los puntos azules corresponden a CpGs hipometilados.
Los puntos grises representan CpGs que no superan los umbrales estadisticos. B. El mapa de calor de los valores
de metilacion (valores Beta) muestra CpGs diferencialmente metilados en meditadores (MP) y controles. Un
aumento en los niveles de metilacion se muestra con rectdngulos rojos mientras que un descenso en la
metilacién se representa con rectangulos azules. Las columnas corresponden a sujetos y las filas a CpGs. Los
CpGs hipometilados son mds abundantes dentro del grupo de meditadores con respecto al grupo control.

La metilacién diferencial entre meditadores y los sujetos control mostré un tamafio de efecto
de leve a moderado, ya que el promedio de la diferencia de  absoluta fue de 0,070 para las
64 RDM relacionadas con la practica de atencién plena (ver Figura 7.2). La maxima diferencia
de B absoluta (0,126) se observé en unaisla CpG localizada en la region 3' no traducida (3'UTR)
de los genes MYL5y MFSD7 dentro de la regidn subtelomérica del brazo corto del cromosoma

4 (ver Figura 7.3).

Es destacable que las RDM no estaban distribuidas al azar en todo el genoma; por el contrario,
tendian a agruparse en puntos especificos, como se muestra en el grafico CIRCOS (ver Figura

7.4).
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Figura 7.3 Niveles de metilacién del ADN dentro de RDM en la UTR 3' de los genes MYL5 y

MFSD7 en leucocitos de sangre periférica (PBL) de meditadores en comparacién con los

controles
A MYLS5 gene
MFSD7 gene
SOV T -8 - = a .
...... —-- //
2kb Mindfulness-related DMR
N
CﬁG island
B.

beta values

chr hg10 coords

Nota: A. El grafico superior muestra el mapa génico de MYL5 y MFSD7 y la posicidn de la RDM relacionada con
la atencidn plena que se localiza en la 3'UTR de ambos genes. Las flechas indican los sitios de inicio de
transcripcién. Los rectangulos negros representan exones, el rectangulo verde corresponde a una isla CpG. B. El
grafico muestra los valores de metilacion de 450 K (valores beta) para los controles (rojo) y los meditadores
(azul) en las RDM que se superponen parcialmente a la 3'UTR de ambos genes.

Observamos que 9 de las 64 RDM se encontraban localizadas en las regiones proximales a los
teldmeros de los cromosomas 4, 5, 7, 8, 16, 19 y 20. Ademas, 6 RDM adicionales se ubicaban
cerca de la regidn subtelomérica de los cromosomas 2, 6 y 8. En conjunto, el 23,4% de las
RDM relacionadas con la practica de mindfulness se encontraron cerca de las regiones de los

telémeros (ver Figura 7.5).

Ademads, 2 RDM mostraron un p-valor por debajo del umbral de significacidon de los estudios
de genoma completo (valor de p <5E - 08). Una de estas RDM estaba ubicada en el gen NR4A2
y mostrd hasta 13 dinucledtidos CpG diferencialmente metilados en la regiéon 5'UTR vy el
cuerpo del gen (diferencia  absoluta = 0,063; valor de p =4,15E - 13) (ver Tabla 7.5, ver Figura
7.6).
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Figura 7.4 Trama CIRCOS
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Nota: El grafico muestra loci diferencialmente metilados entre practicantes de meditacion y controles a través
de los autosomas. Los cromosomas X e Y fueron excluidos del andlisis. Existe una tendencia a que las RDM se
agrupen en regiones cercanas a los telémeros.
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Figura 7.5 RDM ubicadas en loci subteloméricos
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Nota: El grafico muestra un ideograma humano con las RDM relacionadas con la atencién plena que se
encuentran dentro o cerca de las regiones teloméricas. En rojo, ganancia en RDM de metilacién y en azul,
pérdida en metilacién.

Esta regidn se valido con éxito mediante la técnica de secuenciacidén de bisulfito, lo que
confirmd que el gen NR4A2 esta hipometilado en los leucocitos periféricos de los meditadores
(ver Figura 7.6). La segunda RDM con un valor de p por debajo del umbral de significacién de
todo el genoma se identifico en la regién 3'UTR del gen KBTBD11 y contenia cuatro
dinucledtidos CpG diferencialmente metilados (diferencia B absoluta = 0,053; valor de p =

4,90E - 08) (ver Tabla 7.5, ver Figura 7.7).
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Figura 7.6 Niveles de metilacién del ADN dentro del gen NR4A2 de los meditadores en

comparacion con los controles
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Nota: A. El grafico superior muestra el mapa génico de NR4A2 y la posicion de la RDM relacionada con la atencién
plena que se localiza en este gen. Las flechas indican sitios de inicio de transcripcién. Los rectdngulos negros
representan exones, los rectangulos verdes corresponden a islas CpG. También se muestra el amplicén disefiado
para realizar la clonacidn de secuenciacién de bisulfito. El siguiente grafico muestra los valores de metilacion de
450 K (valores beta) para los controles (rojo) y los meditadores (azul) en el gen NR4A2. B. La imagen muestra el
resultado de la validacién de la NR4A2 RDM por secuenciacion de clonacidn de bisulfito (Bis-seq). El patrén de
metilacién se muestra con una resolucion de nucleétido Unico para el gen NR4A2 y 4 sujetos diferentes. Los
circulos blancos y negros representan citosinas metiladas y no metiladas, respectivamente. Cada columna
simboliza un sitio CpG Unico en el amplicon examinado y cada linea representa un clon de ADN individual. El
porcentaje global de metilacidn para cada muestra analizada (control o meditador) en este amplicén particular
se indica en la parte inferior de cada muestra. MM = meditadores
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Figura 7.7 Niveles de metilacion del ADN en la regidon 3’UTR del gen KBTBD11 de los

meditadores en comparacién con los controles
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Nota: A. El grafico superior muestra el mapa gendmico del gen KBTBD11 y la posicién de las RDM relacionadas
con mindfulness superpuestas a la regién 3’UTR de este gen. La flecha indica el sitio de inicio de la transcripcidn.
Los rectangulos negros representan exones; los rectangulos verdes corresponden a islas CpG. También se
muestra el amplicdn disefiado para realizar la clonacién de secuenciacién de bisulfito. El siguiente grafico
muestra los valores de metilacién de 450 K (valores beta) para los controles (rojo) y los meditadores (azul) en la
RDM superpuesta parcialmente al gen KBTBD11. B. La imagen muestra el resultado de la validacién de la
KBTBD11 RDM por secuenciacion de clonacion de bisulfito (Bis-seq). El patrén de metilacidon se muestra con una
resolucion de nucleétido Unico para el gen KBTBD11 y 4 sujetos diferentes. Los circulos blancos y negros
representan citosinas metiladas y no metiladas, respectivamente. Cada columna simboliza un sitio CpG Unico en
el amplicén examinado y cada linea representa un clon de ADN individual. El porcentaje global de metilacion
para cada muestra analizada (control o meditador) en este amplicon particular se indica en la parte inferior de
cada muestra. MM = meditadores

7.7 Las RDM relacionadas con la atencion plena

También queriamos saber si estas 64 RDM se relacionaban preferentemente con
enfermedades o rasgos humanos especificos, por lo que, en primer lugar, realizamos una

revisién manual sistematica de la literatura y bases de datos. De las 64 RDM, 31 RDM (48,4%)
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mostraron asociacion con enfermedades y rasgos humanos (ver Tabla 7.6), y algunas de estas

RDM se corresponden con varias enfermedades o rasgos.

Tabla 7.6. Enfermedades y rasgos humanos asociados con RDM relacionadas con mindfulness

Nombre del gen Enfermedades y rasgos humanos asociados

apolipoproteina B

Enfermedad de Alzheimer; triglicéridos; aterosclerosis, longevidad,
pardmetros de lipidos en sangre, hipertension arterial,
aterosclerosis carotidea, lipoproteina HDL, enfermedad de
colesterol biliar, colesterol, enfermedad arterial coronaria LDL,
diabetes, tipo 2, temblor esencial, pérdida fetal tardia, cancer de
vesicula biliar, holoprosencefalia, enfermedad inflamatoria
intestinal, degeneracién macular; cancer colorrectal, obesidad,
osteonecrosis, enfermedad arterial periférica.

apolipoproteina C-II

Colesterol LDL, esclerosis multiple, niveles plasmaticos de HDL-C,
deficiencia de lipoprotein- lipasa familiar, insuficiencia renal
crénica, pancreatitis, hiperlipidemia familiar, hipertrigliceridemia,
esteatorrea, aterosclerosis

C10orfi1

CLEC11A

DNAH7

GSTA4

HOXD4

HRH1

HTRA4

KBTBD11

MADCAM1

MLPH
NAV1

NCOR2

NA

velocidad del flujo sanguineo, altura corporal, calcio, enfermedad
de las arterias coronarias, recuento de eritrocitos, frecuencia
cardiaca, pruebas de funcion respiratoria, tamoxifeno, dcido urico,
albinismo, oculocutaneo 7 (oca7)

Miembro 11A de la familia
de lectina de tipo C

enfermedad granulomatosa crdnica

dineina, axonemal, cadena
pesada 7

distribucién de grasa corporal, creatinina, filtrado glomerular,
neuroblastoma,

glutation S-transferasa alfa 4

cancer colorrectal, cdncer de pulmén, enfermedad de Parkinson,
enfermedad de Alzheimer, asma, mesotelioma pleural maligno,
aterosclerosis

homeobox D4

leucemia, linfoide, sin-polidactilia, pie zambo

receptor de histamina H1

esquizofrenia, urticaria / angioedema, aumento de peso, urticaria
colinérgica, rinitis crénica, dermatitis, reaccion de arthus,
dermatitis atdpica, rinitis alérgica, asma, malaria

HtrA serina peptidasa 4

preeclampsia

Proteina 11 de la familia con
repeticiones kelch y dominio
BTB (POZ) containing 11

enfermedad de Parkinson

laminina, alfa 2

esclerosis lateral amiotrofica, indice de masa corporal, peso
corporal, colesterol, HDL, ecocardiografia, prueba de ejercicio,
lepra, tipo de lepra tuberculoide, dcido Urico, distrofia muscular
relacionada con lama2

cremallera de leucina-
supresor tumoral putativo 1

presion arterial, peso corporal, moléculas de adhesidn celular,
enfermedad de las arterias coronarias, diabetes mellitus, glucosa,
insulina, resistencia a la insulina, trastorno depresivo mayor
(amplio), cancer de prostata, pruebas de funcidn respiratoria,
accidente cerebrovascular, triglicéridos, perimetro abdominal

molécula 1 de adhesidn
celular a la direccion
vascular mucosa,

colangitis, esclerosante; linfoma de malta, ileitis, célera, colitis,

melanofilina

labio leporino, paladar hendido, neoplasias prostaticas

navegador de neuronas 1

presidn sanguinea

Receptor nuclear
correpresor 2

altura corporal, colesterol, HDL, rendimiento cognitivo, nefropatias
diabéticas, infecciones por VIH, hierro, neoplasias, factores

Las RDM relacionadas con la atencién plena
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socioeconomicos, resistencia a la hormona tiroidea,

subfamilia de receptores
nucleares 4, grupo A,
miembro 2

trastorno por déficit de atencion e hiperactividad, enfermedad de
Parkinson; esquizofrenia; rasgos de personalidad, autismo;
alcoholismo; trastorno bipolar

ARNmM parcial para
teneurina-4 variante 1 que
contiene inserto intrénico

Enfermedad de Alzheimer, asma, trastorno bipolar, presién
arterial, altura corporal, indice de masa corporal, peso corporal,
densidad 6sea, calcio, enfermedades cardiovasculares, ligando
CDA40, colesterol, colesterol LDL, diabetes mellitus, ecocardiografia,
electrocardiografia, fibrinégeno, hormona estimulante del foliculo
filtrado glomerular, glucosa, insuficiencia cardiaca, frecuencia
cardiaca, cadera, VIH-1, hipertension, hierro, enfermedades
renales, pruebas neuropsicoldgicas, pulso, pruebas de funcion
respiratoria, accidente cerebrovascular, tirotropina, activador del
plasmindgeno tisular, factor de necrosis tumoral alfa, Urico acido,
perimetro abdominal

PARK2 co-regulated

lepra, enfermedad de Parkinson

Parkina

indice de masa corporal, peso corporal, colesterol, HDL,
enfermedad arterial coronaria, volumen espiratorio forzado,
hipertension, insulina, resistencia a la insulina, hierro, lepra,
lipoproteina (a), lisina, magnesio, neoplasias pancreéticas,
enfermedad de Parkinson, recuento de plaguetas, receptores,
factor de necrosis tumoral, metabolitos séricos, factores
socioecondmicos

proteasa, serina, 21
(testisina)

dracunculosis, cancer testicular, tumor testicular de células
germinales

parche homdlogo 1
(Drosophila), patched
homolog 1 (Drosophila)

altura corporal, indice de masa corporal, quimiocinas, altura,
funcién pulmonar, pruebas de funcién respiratoria, supervivencia,

RPS6KA2

proteina ribosémica S6
quinasa, 90 kDa, polipéptido
2

diabetes mellitus, insuficiencia cardiaca, velocidad maxima del flujo
espiratorio, recuento de plaguetas, pruebas de funcion
respiratoria, sindrome de Coffin-Lowry,

SRXN1

sulfirredoxina 1

perimetro abdominal

TACR3

receptor 3 de taquiquinina

estrefiimiento de transito lento, alcoholismo / trastornos
relacionados con la cocaina, cadera, magnesio, hipogonadismo
hipogonadotrdpico 11 con o sin anosmia,

canal de cation potencial de
receptor transitorio,
subfamilia C, miembro 3,

hipertension maligna

3
5

tRNA-yW sintetizando
proteina 3 homdlogo,

Enfermedad de noma

Dominio RUN y FYVE,
proteina 1

esclerosis lateral amiotroéfica

supresor tumoral von
Hippel-Lindau, E3 ubiquitina
proteina ligasa,

mutaciones de la linea germinal, carcinoma de células renales no
papilares, cancer renal, carcinoma de células renales,
hemangioblastomas retinianos, sindrome de von Hippel-Lindau
(VHL). von Hippel-Lindau tipo 2A,

Proteina quinasa deficiente
en lisina WNK 4,

hipertension, seudohipoaldosteronismo, sindrome de Liddle,
acidosis

ZNF385D

proteina de dedo de zinc
385D

apolipoproteinas b, trastorno por déficit de atencion con
hiperactividad, trastorno bipolar, presion arterial, indice de masa
corporal, enfermedades cardiovasculares, arterias carétidas,
colesterol, enfermedad de las arterias coronarias, ecocardiografia,
epilepsia parcial,, filtrado glomerular, frecuencia cardiaca,
hemoglobinas, cadera, VIH- 1, lipoproteinas, magnesio, tunica
media
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Encontramos 16 RDM (25%) localizadas en genes asociados con trastornos psiquidtricos
(trastorno bipolar, esquizofrenia, autismo, trastorno depresivo mayor y déficit de atencién) o
neuroldgicos, incluidos 9 RDM (14%) en genes relacionados con enfermedades
neurodegenerativas (enfermedad de Parkinson, enfermedad de Alzheimer y esclerosis lateral
amiotréfica). Ademas, 15 RDM (23,4%) estaban ubicadas en genes relacionados con factores
de riesgo vascular, como hipertensién, diabetes mellitus y niveles de lipidos o genes
directamente asociados con enfermedades cardiovasculares, como ictus, enfermedad
coronaria y enfermedad arterial periférica. Ademas, 9 RDM (14%) estaban relacionadas con
cancer, como leucemia y cdncer colorrectal, de prdéstata y de mama. Finalmente, solo
encontramos 5 RDM (7,8%) en genes asociados con enfermedades inmunitarias, como
esclerosis multiple, enfermedad inflamatoria intestinal, dermatitis atdpica o colangitis

esclerosante.

7.8 Analisis funcional in silico de RDM relacionadas con la conciencia plena

También analizamos si el conjunto de RDM relacionadas con la atencion plena mostraba
enriquecimiento para determinados genes involucrados en funciones especificas. Para ello
realizamos una anotacién GO (gene ontology) utilizando la herramienta DAVID. En la
categoria de procesos bioldgicos, encontramos que los términos GO mds enriquecidos en
nuestro conjunto de 64 RDM incluian la respuesta celular a las proteinas no plegadas, la
regulacién de la dopamina, los procesos catabdlicos de las proteinas o la regulacion de la
plasticidad sinaptica, entre otros (ver Tabla 7.7). Con respecto a la categoria celular, los
términos GO enriquecidos comprendian un conjunto de diferentes particulas lipoproteicas,
mientras que el término GO mas fuertemente asociado dentro de la categoria de funcién

molecular fue la unién a la fosfolipasa (ver Tabla 7.7).
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Tabla 7.7 Andlisis de enriquecimiento en términos GO (gene ontology)

. ., % Genes indice de
Categoria GO Descripcion . A
encontrados | enriquecimiento

Proceso bioldgico 34620 respuesta celular a las proteinas no plegadas 4,167 190,761 0,010
regulacion del proceso metabdlico de la
Proceso bioldgico 42053 dopamina 6,250 114,457 0,000
Proceso bioldgico 44257 proceso catabodlico de proteinas celulares 4,167 44,885 0,043
Proceso bioldgico 33344 flujo de colesterol 4,167 29,348 0,065
Proceso bioldgico 48167 regulacién de la plasticidad sindptica 4,167 24,614 0,076
Proceso bioldgico 42157 proceso metabdlico de lipoproteinas 4,167 19,565 0,095
Proceso bioldgico 32355 respuesta al estradiol 6,250 9,230 0,040
Proceso bioldgico 10628 regulacién positiva de la expresién génica 8,333 5,938 0,028
Proceso bioldgico 6508 protedlisis 12,500 4,749 0,007
Componente celular 34363 lipoproteina de densidad intermedia 4,167 216,690 0,009
Componente celular 42627 quilomicron 4,167 61,912 0,031
Componente celular 34362 lipoproteina de baja densidad 4,167 61,912 0,031
Componente celular 34361 lipoproteina de muy baja densidad 4,167 43,338 0,044
Funcién molecular 43274 union de fosfolipasa 4,167 43,156 0,044
Funcién molecular 30544 union a proteinas Hsp70 4,167 25,058 0,075
Funcién molecular 8270 enlace de iones de zinc 14,583 2,279 0,076
Funcién molecular 31072 unioén a proteinas de choque térmico 4,167 18,947 0,098

Nota: GO=ontologia del gen



A continuacién, utilizamos el programa IPA para caracterizar mejor nuestro conjunto de RDM
y buscar nuevas relaciones. El andlisis confirmdé que nuestro conjunto de RDM relacionadas
con la atencidn plena estaba enriquecido en genes con un papel funcional en los trastornos
neuroldgicos y psiquiatricos, las enfermedades cardiovasculares y el cancer (rango de valores

de p = 4,82E - 02— 3,67E - 04) (ver Figura 7.8).

Figura 7.8 Enriquecimiento de IPA en enfermedades y funciones en RDM relacionadas con la

atencion plena
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Nota: Los graficos muestran las diferentes enfermedades y funciones relacionadas con nuestro conjunto de
genes que se enriquecieron significativamente (rango de valor p = 4.82E-02-3.67E-04). En verde, se muestran
genes hipometilados y en rojo, genes hipermetilados.
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También el metabolismo de los lipidos se mostrd enriquecido en nuestro conjunto de genes
diferencialmente metilados (valor de p = 3,67E - 04) (ver Figura 7.9), siendo APOB, APOC2,

HRH1, PTCH1, CLEC11A y NCOR los principales genes involucrados en estas funciones.

Figura 7.9 Analisis IPA de genes diferencialmente metilados relacionados con la atencién
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Nota: A El grafico muestra funciones y enfermedades relacionadas con el metabolismo de los lipidos
enriguecidos en nuestros resultados. B El diagrama muestra los ocho reguladores upstream de nuestro conjunto
de genes metilados diferencialmente (en blanco) junto con los genes regulados pronosticados (rojo regulado al
alza, verde regulado a la baja) distribuidos a través de los compartimentos celulares. TNF fue la molécula con el
mayor numero de relaciones y estd representada en azul palido

Consistente con este resultado, las principales vias canénicas sobrerrepresentadas en nuestro
conjunto de genes diferenciales fueron las vias LXR / RXR y FXR / RXR, que resultan cruciales
para regular el colesterol, los dcidos grasos y la homeostasis de la glucosa, junto con la via de

sefializacion de la aterosclerosis (ver Figura 7.10).
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Figura 7.10 Vias candnicas sobrerrepresentadas en nuestro conjunto de RDM
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Nota: A. El grafico de barras muestra las principales vias candnicas relacionadas con nuestro conjunto de genes
relacionados con la atencidn plena. Las vias candnicas mejor clasificadas fueron la activacidon de LXR / RXR, la
sefializacion de aterosclerosis y la activacion de FXR / RXR. B. El diagrama muestra la via candnica LXR / RXR en
los macréfagos y los lugares donde nuestros genes metilados diferencialmente juegan un papel. Los genes
representados en nuestro estudio se destacaron en rojo y verde: LDL, HDL, NCOR y ApoC2.

Ademads, para obtener informacion sobre los principales reguladores de los 43 genes
diferencialmente metilados relacionados con la atencién plena, utilizamos la herramienta de
analisis ascendente del software IPA. Se identificaron ocho reguladores priorizados por el
valor de p, siendo la citoquina TNF (del inglés, Tumor Necrosis Factor) la primera de la lista
priorizada (ver Figura 7.9). Cabe destacar que ninguno de ellos habia sido vinculado
previamente a la atencion plena con la excepcién del TNF (221,341) que codifica el factor de
necrosis tumoral alfa, una citoquina involucrada en una amplia gama de enfermedades
humanas, incluyendo enfermedades neuroldgicas, psiquiatricas, trastornos cardiovasculares,
cancer y procesos inmunes. Apoyando la relevancia de TNF como un regulador crucial de los
genes relacionados con la atencién plena, la red principal asociada a nuestro conjunto de
datos (moléculas seleccionadas=14, puntuacion= 30) ilustra el papel central de TNF en el

conjunto de RDM relacionados con la atencién plena (ver Figura 7.11).

Andlisis funcional in silico de RDM relacionadas con la conciencia plena 123



Figura 7.11 Red de genes diferencialmente metilados

Nota: El diagrama muestra la red principal identificada por el software IPA que abarca 14 moléculas (puntuacién
IPA = 20) que muestran claramente cémo el TNF es un regulador crucial de la red.

Ademas, la segunda red relacionada con nuestro conjunto de RDM (moléculas
seleccionadas=10, puntuacidon=19) revela el papel central de la sefializaciéon de NF-kB (factor
nuclear potenciador de las cadenas ligeras kappa de las células B activadas), una proteina que
regula la expresién de genes, en la respuesta epigenética a la practica de la atencion plena

(ver Figura 7.12).
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Figura 7.12 La sefializacion de NF-kB dentro de una red de genes diferencialmente metilados
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Nota: El diagrama muestra la segunda red mejor clasificada identificada por el software IPA que abarca 10
moléculas (puntuacién IPA = 19) que subraya la relevancia de la sefializacion de NF-kB en la respuesta

epigenética a la practica de la atencién plena.

Finalmente, al usar la herramienta HOMER descubrimos que los RDM se enriquecieron en

motivos TFB (unién al factor de transcripcion) para factores de transcripcion como Meis3 o

Mafk, ambos relacionados con la supervivencia de las células beta pancreaticas y el

metabolismo de la insulina. Otras funciones sobrerrepresentadas en los motivos TFB

relacionados con las RDM fueron el desarrollo neuronal y cardiaco, el estrés oxidativo y la

hipoxia, la proliferacién y diferenciacién de las células progenitoras hematopoyéticas, la

respuesta inmune Th2-helper y la reparacién del ADN (ver Tabla 7.8).
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Tabla 7.8 Andlisis HOMER de las RDM relacionadas con mindfulness

Mejores o % de
LA CpGs de Funcidn relacionada con TF

coincidencia p-valor
s HOMER fondo

DM CpGs

Desarrollo neuronal y cardiaco. Supervivencia de las células beta
Meis3 1,00E-18 5,66% 0,00% pancreaticas. Transduccién de sefiales de insulina. También regula la
expresion de NDFIP1, BNIP3 y CCNG1. CCND1 Cofactor de genes Hox.
Supervivencia de las células beta pancreaticas. Secrecion de insulina.
Respuesta al estrés oxidativo. Efectos antiinflamatorios.
T2 1,00E-17 6,60% 0,01% Neuroproteccion. Activacion transcripcional de genes del grupo beta-
globina.
Desarrollo de ojos, cara, pared corporal, extremidades y tubo neural.
TFAP2A 1,00E-17 5,66% 0,01% Morfogénesis precoz de la vesicula del cristalino. Carcinogénesis y
melanoma.
HIFLA-ARNT 1 00E-15 472% 0.00% El heterodimero con HIF1A funciona como un regulador
! ! ! transcripcional de la respuesta adaptativa a la hipoxia.
MYB 1 00E-15 472% 0.00% Proliferacion y diferenciacion de células progenitoras
! ! ! hematopoyéticas.
Requerido para el proceso de diferenciacién T-helper 2 (Th2) después
de las respuestas inmunes e inflamatorias. Cancer de
Gata3 1,00E-15 4,72% 0,00% mama.Diferenciacién neuronal y neurogénesis. Sistema nervioso
auténomo.
Ciclo celular, respuestas inmunes y metabolismo de glucosa / lipidos.
USF1 1,00E-15 4,72% 0,00% Melanoma. Compromiso y diferenciacién del linaje eritroide.
Regulacién lisosémica en neuronas.
Factor de transcripcion maestro del citoesqueleto de actina.
Requerido para la diferenciacion cardiaca, maduracién y plasticidad de
fibroblastos cardiacos. Induccién de interferones IFNA e INFB y
SAANINS 1,00E-15 4,72% 0,00% citocinas inflamatorias tras la infeccién por virus. Modulador
fenotipico del sistema gastrointestinal. Dindmica del circuito neuronal
regulado por actividad.
Factor de transcripcion ubicuo que puede dirigir histona desacetilasas
YY1 1 00E-15 472% 0.00% y acetiltransferasas a los promotores. Regula los genes cardiacos.
! ! ! Papel en el desarrollo y la diferenciacidn. Participa en la reparacion
del ADN. Oncongénesis
Regula la hematopoyesis y la cardiogénesis. Regula la transcripcion del
MZF1/HBP1 1,00E-14 10,38% 0,25% promotor PADI1 y CDH2. Tumorigénesis / Regulacion del ciclo celular y
via Wnt. Senescencia celular. Diferenciacién neuronal.
Six3 1,00E-13 4,72% 0,01% Desarrollo ocular. Desarrollo neuronal. Cancer de mama.
Regulacion de la glandula prostatica y / o desarrollo del cancer de
0 o préstata. Actla como un activador transcripcional para el promotor
gRes 1,00€-13 4,72% 0,01% SERPINBS. Participa en tumores cerebrales, mamarios, pulmonares y
ovaricos.
Participa en la regulacion del ciclo celular o en la replicacién del ADN.
E2F1 1,00E-13 7,55% 0,08% Bloquea la diferenciacion de adipocitos.
CCAAT-box 1,00E-13 7,55% 0,09% Unidn de factores generales de transcripcion
Represor de la transcriptor. Suprime los efectos osteogénicos de
Z354C/GLIS2 1,00E-12 9,43% 0,24% RUNX2 y la expresién dependiente de Hedgehog de Wnt4. Puede
estar involucrado en la diferenciacién neuronal.
Ascl> 1 00E-12 3 77% 0.00% Determinacion de los precursores neuronales en el sistema nervioso
! ! ! periférico y el sistema nervioso central.
Smad3 1,00E-12 3,77% 0,00% Efecto inhibitorio sobre la cicatrizacion de heridas.

Nota: TF = factor de transcripcion
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En esta seccidn se comentaran los resultados obtenidos, se expondran las limitaciones de la
presente investigacion, asi como las lineas futuras de estudio que surgen a partir de este

trabajo.

8.1 Discusion de los resultados

Respecto a los datos relacionados con la meditacion de larga duracion y la longitud de los
teldmeros, se puede observar cédmo los meditadores expertos tenian una MTL
significativamente mas larga, asi como porcentajes mas bajos de teldmeros cortos en sus
células que el grupo de comparacion no meditador. Estos resultados confirman la Hipétesis 1
de esta investigacion donde se planteaba que existen diferencias en la longitud de los
teldmeros entre sujetos sanos meditadores de larga duracion e individuos no meditadores
(ver apartado 5.1). Este hallazgo se suma a un pequeiio grupo de articulos que muestra
teldmeros mas largos (250,251,267,342,343) y aumentos en la telomerasa (344) relacionado
con la practica de la atencidn plena. La relacién expuesta entre el mantenimiento de la
longitud de los telémeros y la practica de la meditacién tiene muchas implicaciones para la
salud. El camino posible entre la meditacidon y la longitud de los teldémeros parece ser que la
atencion plena (267) lleva a que las personas experimenten menos estrés, ansiedad vy
depresion, que se cree que estan asociadas con el nivel de cortisol, y esta asociacion parece

estar relacionada con actividad de la telomerasa.

En investigaciones anteriores se ha utilizado el método qPCR (PCR cuantitativa) para la
medicién de los teldmeros. Este método solo proporciona el valor de la longitud del telémero
medio (no la mediana) por celda o por muestra. En el presente estudio, un aspecto uUnico es
que aplicamos el método HT Q FISH y pudimos medir no solo la MTL sino también la
abundancia de teldmeros cortos, que es un parametro importante para evaluar la

funcionalidad de los telémeros.

Pueden encontrarse resultados similares para la practica de la meditacién en bondad
amorosa (345), en vez de en la practica de la meditacién Zen como en nuestro estudio. Por lo
tanto, parece que la atencidn plena es un factor protector para la longitud de los telémeros,
independientemente del tipo de meditacion practicada. Estos resultados eran de esperar

porque la meditacion Zen ya se ha relacionado no solo con mejoras en la calidad de vida,
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mejor salud mental (346) y actividad alfa y theta en muchas regiones del cerebro
(generalmente relacionadas con la relajacion) (347), sino también a la disminucién del estrés
oxidativo (348) y la resistencia de las mitocondrias (349), que pueden ayudar a prevenir el

proceso de envejecimiento.

Sin embargo, los mecanismos de accion exactos de la atencién plena y su relacion con la
longitud de los teldmeros siguen sin estar claros. La aceptacion, medida como la ausencia de
evitacién experiencial en el AAQ-II, es probable que juegue un papel importante. Todavia hay
debate sobre qué concepto mide la AAQ-II; algunos autores creen que evalua la angustia y no

la evitacion / aceptacion (350).

Se ha encontrado que la aceptacidn predice una amplia gama de resultados de calidad de
vida, como depresién, ansiedad y salud mental. Se ha visto eficaz en varios temas, como el
dolor, el tabaquismo, el control de la diabetes, el tinnitus, el peso y el manejo de la epilepsia
y los sintomas psicéticos (316). Sin embargo, este estudio es uno de los primeros en
demostrar que la aceptacion esta relacionada con la longitud de los teldmeros. Sin lugar a
duda, desde una perspectiva celular, los resultados obtenidos en este trabajo refuerzan la
idea de que la salud mental y la eficacia del comportamiento se ven influenciadas mas por la
forma en que las personas se relacionan con sus pensamientos y sentimientos que por la

forma de esos pensamientos o sentimientos (por ejemplo, cudn negativos son).

Otro factor que parece desempefiar un papel esencial a nivel celular es uno de los
componentes de la escala de autocompasién: la humanidad comun. Las personas con alta
ansiedad tienen puntuaciones bajas de atencion y compasion, y en estas poblaciones la
atencion es un mejor indicador de la discapacidad que los sintomas de ansiedad. Esto sugiere
gue la atencién plena puede ayudar a proteger contra la sensacion de estar discapacitado por
un trastorno de ansiedad (265,266). La humanidad comun también puede verse como una
estrategia de regulacién emocional util en la que los sentimientos dolorosos o angustiosos no
se evitan, sino que se mantienen en conciencia con amabilidad, comprension y un sentido de

humanidad compartida.

Estos dos factores psicoldgicos, la aceptaciéon y la humanidad compartida, han mostrado en

la presente investigacidn que correlacionan con la conservacién de la longitud telomérica,
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cumpliendo asi la Hipdtesis 3 que planteaba que diferentes variables psicoldgicas

correlacionan directamente con marcadores bioldgicos (ver en 5.3)

Finalmente, es importante comentar que el estado socioecondmico no mostré ninguna
relacion con la longitud del teldmero a pesar de ser considerado una variable relevante. Los
meditadores de la muestra de este estudio tenian un salario significativamente mas bajo que
el grupo control porque algunos de ellos eran monjes budistas que habian hecho votos de
pobreza. Es necesario enfatizar que casi todas las variables psicoldgicas (MAAS, AAQ-II, FFMQ,
HADS, CD-RISC, SCS) se correlacionaron con las medidas de los telémeros. Ninguna de estas
variables mostré una asociacion con la longitud de los telémeros significativamente mas

fuerte que las demas.

Respecto a los resultados encontrados sobre la meditacion de larga duracion y la metilacién
del ADN, se ha comprobado que se produce una respuesta epigenética especifica del gen a la
practica de mindfulness en los leucocitos de sangre periférica en meditadores de larga
duracién. También se destacan los procesos bioldgicos subyacentes que podrian estar

influenciados por mindfulness a través de cambios en los patrones de metilacién del ADN.

Esta diferencia encontrada en los niveles de metilacidon entre meditadores y no meditadores,
confirma la Hipdtesis 2 de esta investigacion donde se exponia que existen diferencias a nivel
epigenético, en el nivel de metilacidon del ADN, entre sujetos sanos meditadores de larga

duracién e individuos sanos no meditadores (ver en 5.2).

Diferentes publicaciones han evidenciado los beneficios de mindfulness en la salud humana,
pero todavia no se conocen bien los mecanismos de accién por los cuales mindfulness
produce estos efectos. El estudio presentado sugiere que las modificaciones epigenéticas, en
particular los cambios en la metilacién del ADN en un conjunto de genes especificos podrian
contribuir en parte a explicar estos efectos. La metilacion del ADN es uno de los mecanismos
epigenéticos que regulan la expresién génica bajo influencias ambientales y de

comportamiento.

Los cambios en la metilacion del ADN relacionados con la atencién plena pueden implicar
alteraciones de redes transcripcionales especificas en meditadores de larga duracion. De

hecho, se ha observado anteriormente que la practica de yoga y mindfulness reduce la

Discusién de los resultados 131



expresion de genes proinflamatorios en las células sanguineas (230,276,351,352), incluyendo
una sefializacion reducida del factor nuclear proinflamatorio NF-kB y una mayor actividad de
los factores de respuesta al interferén (IRF), que son patrones moleculares previamente
vinculados al estrés (353). A pesar de estas observaciones sobre los cambios en la
transcripcién génica, no se ha descrito previamente ningln dato sobre los patrones de
metilacién del ADN en respuesta a la practica de atencién plena a largo plazo. Hemos
identificado un conjunto de 64 regiones gendmicas, correspondientes a 43 genes, que
mostraron una metilacién diferencial en los meditadores de larga duracién en comparacion

con los controles.

Estas modificaciones epigenéticas no se limitaron a sitios CpG individuales. Por el contrario,
involucran varios sitios CpG cercanos en regiones gendmicas definidas con un promedio de
4,3 CpG diferencialmente metiladas por regidn. Este experimento de validacion mediante la
secuenciacion de clonacion con bisulfito mostré que la metilacion diferencial afecta a
multiples CpG contiguas, como se ha expuesto en el caso de los genes NR4A2 y KBTBD11. La
mayoria de las regiones diferencialmente metiladas (RDM) estaban hipometiladas en
meditadores a largo plazo en comparacion con los controles. En particular, la abundancia de
regiones hipometiladas en el analisis diferencial contrasta con los resultados de otras matrices
de metilacion Infinium 450K realizadas en condiciones patoldgicas (354—359), donde

generalmente se observa un predominio de la hipermetilacion especifica del gen.

Entre los genes que muestran una metilacidn diferencial entre los practicantes de mindfulness
de larga duracion y los controles, encontramos dos resultados que superaron el umbral de
significacion utilizado en estudios de genoma global (p-valor < 5 * 10-8). El gen NR4A2, que
contiene hasta 13 CpGs diferencialmente metiladas y que codifica un regulador de la
transcripcidn que es crucial para el desarrollo neuronal, en particular para el mantenimiento
del sistema dopaminérgico (360). NR4A2 ha mostrado un efecto protector en las neuronas
contra el estrés apoptético (361), y las mutaciones en este gen se han asociado con trastornos
relacionados con la disfuncion dopaminérgica, incluida la enfermedad de Parkinson, la

esquizofrenia y el trastorno bipolar (361-363).

Mas recientemente, se ha informado que las proteinas huérfanas del receptor nuclear 4A

(NR4A), incluyendo NR4A2, modulan las células T reguladoras (Treg), que a su vez son
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cruciales para mantener la homeostasis inmunoldgica, lo que apunta a un potencial
terapéutico de las proteinas NR4A en el tratamiento de los trastornos inmunoldgicos (364).
De hecho, NR4A2 proporciona protecciéon en un modelo murino de esclerosis multiple,
promoviendo un aumento en la Treg y limitando las células T efectoras (365). El segundo gen,
KBTBD11, codifica una proteina altamente expresada en el cerebro de acuerdo con los datos
obtenidos del portal de Expresion del Genotipo-Tejido (GTEx) (366) y también se ha
relacionado con la enfermedad de Parkinson en un estudio de asociacién de genoma
completo (367). Se ha informado que cerca del gen KBTBD11 existe una regién reguladora
diferencialmente metilada dependiente de haplotipo en células T (368). Esta ultima regién no
se superpone a la identificada en este estudio, pero ambos resultados apuntan a la
importancia potencial que la metilacion diferencial dentro de la region genémica KBTBD11

puede tener en la salud humana.

Las RDM relacionadas con la atencién plena no se distribuyeron de forma aleatoria en todo
el genoma, ya que se encontrd que hasta el 23,4% de las mismas se ubicaban cerca de las
regiones de los teldmeros. Este resultado favorece la idea de que la practica de mindfulness
estd relacionada de alguna manera con la biologia de los telémeros. Se ha podido ver en los
resultados anteriormente presentados una relacion positiva entre la practica de la meditacién
y la longitud de los teldmeros en meditadores de larga duracién. Sin embargo, se necesitan
mas estudios para comprender mejor esta asociacidn. Esta relacion se alinea con la hipétesis
4 de este estudio que planteaba una posible relacién entre la metilacién del ADN vy las
regiones teloméricas promocionadas por la practica de la atencién plena (ver la Hipdtesis 4

en el apartado 5.4).

Un resultado también importante de este estudio fue que casi la mitad de las RDM
relacionadas con la atencidon plena (48,4%) estaban directamente relacionadas con
enfermedades humanas comunes. Las enfermedades cerebrales y cardiovasculares son las
asociaciones mas comunes, seguidas del cdncer y enfermedades inmunitarias. Entre las
enfermedades cerebrales, los trastornos neurodegenerativos parecian estar particularmente
asociados a las RDM relacionadas con mindfulness, incluidas las enfermedades de Alzheimer
y Parkinson. Estos datos van en la linea de estudios anteriores que muestran dimensiones
mas grandes del hipocampo en los practicantes de meditacién (281) y cambios estructurales

en el cerebro en pacientes con enfermedad de Parkinson que recibieron una intervencion
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basada en la atencién plena (369). El presente trabajo apoya la idea de que la practica de
mindfulness a largo plazo podria afectar en la salud humana y en los procesos patdgenos a
través de, al menos en parte, distintos mecanismos epigenéticos. Aunque es una modificacion
estable del ADN, la metilacidon del ADN es potencialmente modificable y puede subyacer a
algunos de los cambios transcripcionales o estructurales que se observan en los practicantes

de meditacion.

Los cambios en la metilacidn del ADN afectaron a conjuntos de genes que estan relacionados
con funciones bioldgicas, celulares y moleculares especificas. En particular, el metabolismo
de los lipidos se identific6 como un proceso bioldgico que podria impulsar algunos de los
efectos de la atencidn plena, ya que el transporte de colesterol y lipoproteinas, junto con
varias particulas de lipoproteinas, se encontraron en el analisis funcional in silico llevado a
cabo y fueron las funciones mas enriquecidas en el andlisis de IPA. Esto esta de acuerdo con
el hecho de que las RDM relacionadas con la atencidn plena estan altamente asociadas con
las enfermedades cardiovasculares, ya que las alteraciones del metabolismo de los lipidos son
factores de riesgo bien conocidos para los eventos cardiovasculares. Ademas, el metabolismo
lipidico alterado también se ha relacionado con trastornos cerebrales, como la enfermedad
de Alzheimer (370). Notablemente, los resultados del estudio resaltan la relevancia de las vias
de sefalizacidon de TNF y NF-kB en la respuesta epigenética a la practica de la atencidn plena.
De hecho, los resultados previos de biomarcadores y estudios de expresidn génica apoyan
esta nocion. Por ejemplo, el TNF se encontré disminuido en la saliva de mujeres con
sintomatologia depresiva después del entrenamiento de atencion plena (371). Del mismo
modo, la practica de mindfulness redujo la sefializacidn del factor nuclear proinflamatorio NF-
kB en las células sanguineas (353), como mencionamos anteriormente. De hecho, ambas
moléculas se asociaron intrinsecamente ya que el TNF es un potente inductor de la via de
sefializacion NF-kB. Esto es muy importante ya que la desregulacién de la via de sefializacidn
de NF-kB media en la patogénesis de multiples enfermedades humanas vy, por lo tanto, se ha

convertido en un objetivo terapéutico importante (372).

Finalmente, puesto que varios factores de transcripcién (FT) se unen a sus secuencias
especificas en el genoma de una manera dependiente de la metilacion (373), se decidid
explorar qué FT pueden unirse dentro o cerca de las RDM relacionadas con la atencidn plena

y, por lo tanto, se verian afectados por los cambios en la metilacion del ADN. Al usar la

DISCUSION



herramienta HOMER, se observd en las RDM relacionadas con mindfulness un
enriquecimiento en motivos para ciertos FT como Meis3 y Marf (ver Tabla 7.8), que estan
relacionados con el metabolismo de la insulina y la supervivencia de las células beta
pancreaticas. La mayoria de los motivos fueron para FT que muestran un vinculo con el
desarrollo neuronal o neuroproteccién y el desarrollo cardiaco. Entre estos FT surge Nrf2, que
juega un papel clave en la respuesta al estrés oxidativo y tiene propiedades antiinflamatorias
y neuroprotectoras. Los motivos enriquecidos con mayor intensidad corresponden a los FT
MZF1 y HBP1, que estan involucrados en la cardiogénesis, hematopoyesis y diferenciacién
neuronal junto con la senescencia celular y la tumorigénesis. En general, las RDM relacionadas
con la atencidn plena parecen ubicarse cerca de regiones reguladoras para ciertos procesos

bioldgicos y moleculares consistentes con sus asociaciones patoldgicas de enfermedades.

8.2 Limitaciones

La principal limitacion se relaciona con el disefo utilizado: dos estudios retrospectivos de
casos y controles. Esto dificulta establecer lineas claras de causalidad. Este problema no es
facil de abordar a menos que usemos estudios de panel con datos longitudinales a mediano
o largo plazo. Sin embargo, las diferencias significativas encontradas en los resultados de
variables psicoldgicas relacionadas con la salud favorecian al grupo de meditadores de larga
duracién. Al haber controlado una serie de variables sociodemograficas y de salud entre los
grupos, se considera que estas diferencias probablemente se deban a la practica meditativa
mantenida en el tiempo. Esto no resuelve completamente la limitacidn anterior, pero permite

mantener la causalidad al menos desde un punto de vista heuristico o hipotético.

Otra limitacién es el reducido tamafio de la muestra. En parte es debido a la dificultad de
conseguir un grupo amplio de meditadores de larga duracidn dispuestos a la participacion y

gue cumpliese los criterios de inclusion.

En los andlisis realizados se tuvo en consideracion esta limitacion, que unido a la
heterogeneidad de la muestra y a las multiples pruebas realizadas puede llevar a
interpretaciones sesgadas. Por ejemplo, en el estudio comparativo de la metilacién del ADN

se analizaron las diferencias en las regiones en las que los cambios en las CpG iban en la misma
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direccion, en lugar de solo CpG individuales, lo que reduce la posibilidad de falsos positivos

(339).

Los procesos examinados en esta investigacidon son técnicamente complejos de medir y, en
muchos sentidos, los instrumentos utilizados son desarrollos recientes. El avance en las
técnicas de medida, asi como una mayor experiencia en el uso de estas, puede llevarnos a

refinar y mejorar los resultados obtenidos con estas tecnologias.

Otra limitacion en el estudio de la metilacion en meditadores de larga duracién puede surgir
del hecho de que las matrices de Illumina 450K no cubren todos los CpG en el genoma, en
contraste con otras tecnologias como la secuenciacién de bisulfato de genoma completo. Por
lo tanto, las modificaciones de la metilacion en diferentes loci genémicos no incluidos en la
matriz pueden perderse. Sin embargo, los arreglos estan disefiados para cubrir el 99% de los
genes RefSeq y el 96% de las islas CpG, por lo que la mayoria de las regiones reguladas en cis
estdn cubiertas por el ensayo. Los arreglos también proporcionan mediciones de metilacién
de ADN de resolucion de pares de bases que se han utilizado con éxito para revelar regiones

reguladoras interesantes y vias bioldgicas de manera consistente durante la ultima década.

8.3 Lineas de investigacion futuras

En este estudio se ha podido observar la relacidon positiva entre la practica de meditacion y
una mayor longitud de los telémeros en las células de sangre periférica. Ademas, para obtener
informacidén sobre los mecanismos moleculares de la meditacidn, se han perfilado los cambios
de metilacion del ADN de todo el genoma en meditadores de larga duracidn identificando un
conjunto de 64 regiones diferencialmente metiladas (RDM), correspondientes a 43 genes, en
comparacion con el grupo control. Casi la mitad de las RDM (48,4%) estaban directamente
relacionadas con enfermedades humanas comunes, incluidos trastornos neurodegenerativos
como las enfermedades de Alzheimer y Parkinson. Sorprendentemente, se encontrdé que
hasta el 23,4% de estas RDM se encuentran en regiones subteloméricas. Sin embargo, la
importancia de estos cambios epigenéticos dentro de las regiones subteloméricas en los

meditadores sigue sin estar clara.
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La linea de investigacidon que nacié a partir de este estudio y que se encuentra actualmente
en fase de publicacién tiene como objetivo comprender mejor la relevancia de estos cambios
de metilacion del ADN en meditadores a largo plazo. Con ese fin, se esta investigando la
asociacion de la longitud de los teld6meros con los niveles de metilacion del ADN y la edad en
meditadores y controles para el conjunto de RDM potencialmente interesantes observadas

en este trabajo.

Otra posible linea de investigacién que surge es la importancia de observar cambios en las
variables bioldgicas estudiadas en otros grupos de meditadores, especialmente en
intervenciones de meditacidn a corto plazo para evaluar si hay un efecto dosis-respuesta de

la meditacidn en estos cambios bioldgicos.

Por ultimo, seria muy util estudiar la posibilidad de un diseno longitudinal de personas que se
inicien en la practica y asi estudiar el proceso de cambio, los tiempos necesarios, etc. De esta
manera podriamos empezar a sacar conclusiones mas claras sobre la causalidad de los

cambios producidos por mindfulness.

Tras la presentacion de la discusidon de los resultados, de las limitaciones y posibles lineas
futuras de trabajo, se da paso a un resumen de los puntos clave observados en forma de

conclusiones de la investigacion.
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CONCLUSIONES

A continuacidn, se presentan las principales conclusiones derivadas de esta investigacion

1. Los resultados sugieren que existe una asociacion entre la practica de meditacién a largo

plazo con el mantenimiento de la longitud de los telémeros. Los meditadores de larga
duracidn tienen una MTL significativamente mas larga que los no meditadores, asi como

un porcentaje significativamente mas bajo de teldmeros cortos en sus células.

. Es posible que la aceptacion esté jugando un papel clave en la prevencidon del
envejecimiento de los teldmeros, reduciendo la reactividad fisiolégica asociada a la

evitacion experiencial.

. La subescala de humanidad comun de la escala de autocompasién parece ser una
estrategia util para la regulacién emocional, actuando como factor protector de los

teldmeros.

. Los resultados sugieren que existe una asociaciéon consistente entre la prdctica de
meditacidon a largo plazo con una pérdida predominante de la metilacion de CpG en

distintas regiones gendmicas.

. Los procesos bioldgicos relacionados con el metabolismo de los lipidos o la insulina pueden
verse afectados por la prdactica de la atencién plena a través de modificaciones

epigenéticas.

. A nivel molecular, el analisis funcional sugiere un papel crucial de la via de sefializacién de
TNF y NF-kB en la respuesta a la practica de la atencién plena. Ademads, los cambios en la
metilacion tienden a ocurrir en las regiones gendmicas donde se predice la unién de TF
relacionados con el desarrollo cardiaco y neuronal, la respuesta al estrés oxidativo y la

inflamacidn, la tumorigénesis y la respuesta inmune.

. Este estudio respalda la nocién de que se pueden producir algunas modificaciones
epigenéticas en la interaccidon entre la meditacidén y un conjunto especifico de genes que
podrian mediar los efectos en condiciones de salud particulares, incluidos trastornos

neuroldgicos y psiquidtricos, enfermedades cardiovasculares y cancer.
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8. El presente estudio comienza a identificar los mecanismos moleculares subyacentes a los
efectos de la practica de la atencion plena a largo plazo en la salud y la enfermedad

humana, como la posible participacion de la via de seiializacidn de TNF y NF-kB.

CONCLUSIONES / CONCLUSIONS



CONCLUSIONS

The main conclusions derived from this research project will be presented below:

1. Results suggest that there is an association of long-term meditation practice with telomere
length. The present data demonstrated that the expert meditators had a significantly
longer MTL as well as lower percentages of short telomeres in their cells than the

nonmeditator comparison group.

2. Itis likely that acceptance is playing an essential role in preventing the aging of telomeres,

reducing the physiological reactivity associated with experiential avoidance.

3. The subscale of common humanity of the self-compassion scale proves to be a useful

strategy for emotional regulation, acting as a protective factor for telomeres length.

4. Results suggest that there is a consistent association of long-term meditation practice with

a predominant loss of CpG methylation in distinct genomic regions.

5. Biological processes related to lipid or insulin metabolism may be affected by mindfulness

through epigenetic modifications.

6. At the molecular level, the functional analysis suggests a crucial role of TNF and NF-kB
signaling pathway in the response to mindfulness practice. Moreover, methylation
changes tend to occur in genomic regions where TFs related to cardiac and neural
development, response to oxidative stress and inflammation, tumorigenesis, and immune

response are predicted to bind.

7. This study supports the notion that there may be some epigenetic changes in the interplay
between meditation and a specific set of genes that might mediate the effects on particular
health conditions, including neurological and psychiatric disorders, cardiovascular diseases

and cancer.

8. The present study begins to shed some light on the mechanisms underlying the effects of
long-term mindfulness practice on human health and disease at the molecular level, such

as the potential involvement of TNF and NF-kB signaling pathway.
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11.1 ANEXO I. Dictamen favorable del Comité Etico de Aragon
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Diia. Maria Gonzilez Hinjos, Secretaria del CEIC Aragén (CEICA)

CERTIFICA

1°.' Que_ el CEIC Aragén (CEICA) en su reunion del dia 08/05/2013, Acta N° CP09/2013 ha evaluado la propuesta
del investigador referida al estudio:

Titulo: PRACTICA DE MINDFULNESS (MEDITACI(')N) DE LARGA DURACION Y ASOCIACION CON
VARIA.BLES EPIGENETICAS Y PSICOLOGICAS: UN ESTUDIO CONTROLADO. .
Investigador Principal: Rosa Magallon Botaya. CS Arrabal

Versién Protocolo: abril/2013

Version hoja de informacién al participante: V2 de 04/04/2013

19, Considera que .

- El proyecto se plantea siguiendo los requisitos de la Ley 14/2007, de 3 de julio, de Investigacién Biomédica.

- Son adecuados tanto el procedimiento para obtener el consentimiento informado como la compensacion prevista
para los sujetos por dafios que pudieran derivarse de su participacién en el estudio.

- El alcance de las compensaciones econdmicas previstas no interfiere con el respeto a los postulados éticos.

- La capacidad de los Investigadores y los medios disponibles son apropiados para llevar a cabo el estudio.
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11.2 ANEXO Il. Consentimiento informado de los participantes

FORMULARIO DE CONSENTIMIENTO INFORMADO

PRACTICA DE MINDFULNESS (MEDITACION) DE LARGA DURACION Y ASOCIACION CON VARIABLES
EPIGENETICAS Y PSICOLOGICAS: UN ESTUDIO CONTROLADO.

Yo,

(Nombre y apellidos)

He leido la hoja de informacion que se me ha entregado.

He podido hacer preguntas sobre el estudio.

He recibido suficiente informacion sobre el estudio y una copia de la hoja de informacién.
He hablado con la Dra. Rosa Magallén Botaya y/o personal del equipo investigador:

Comprendo que mi participacion es voluntaria.
Comprendo que puedo retirarme del estudio:

12 Cuando quiera
29 Sin tener que dar explicaciones.

32 Sin que esto repercuta en mis cuidados médicos.

- Presto libremente mi conformidad para participar en el estudio y doy mi consentimiento para el
acceso y utilizacidon de mis datos en las condiciones detalladas en la hoja de informacion.

- LAS MUESTRAS SANGUINEAS EXTRAIDAS NO SE ALMACENARAN. SERAN EXCLUSIVAMENTE
UTILIZADAS PARA ESTE ESTUDIO, SIENDO POSTERIORMENTE DESTRUIDAS.

Firma del participante: Firma del investigador:

Nombre y fecha: Nombre y fecha:
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Abstract Mindfulness refers to an awareness that emerges by
intentionally focusing on the present experience in a nonjudg-
mental or evaluative manner. Evidence regarding its efficacy
has been increasing exponentially, and recent research sug-
gests that the practice of meditation is associated with longer
leukocyte telomere length. However, the psychological mech-
anisms underlying this potential relationship are unknown.
We examined the telomere lengths of a group of 20 Zen med-
itation experts and another 20 healthy matched comparison
participants who had not previously meditated. We also mea-
sured multiple psychological variables related to meditation
practice. Genomic DNA was extracted for telomere measure-
ment using a Life Length proprietary program. High-
throughput quantitative fluorescence in situ hybridization
(HT-Q-FISH) was used to measure the telomere length distri-
bution and the median telomere length (MTL). The meditators
group had a longer MTL (p =0.005) and a lower percentage of
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short telomeres in individual cells (p=0.007) than those in the
comparison group. To determine which of the psychological
variables contributed more to telomere maintenance, two re-
gression analyses were conducted. In the first model, which
applied to the MTL, the following three factors were signifi-
cant: age, absence of experiential avoidance, and Common
Humanity subscale of the Self Compassion Scale. Similarly,
in the model that examined the percentage of short telomeres,
the same factors were significant: age, absence of experiential
avoidance, and Common Humanity subscale of the Self
Compassion Scale. Although limited by a small sample size,
these results suggest that the absence of experiential avoid-
ance of negative emotions and thoughts is integral to the con-
nection between meditation and telomeres.

Keywords Telomere length - Mindfulness - Experiential
avoidance - Compassion

Introduction

Telomeres are DNA and protein complexes that are located at
the end of linear chromosomes and are necessary for the com-
plete replication of DNA as well as chromosome stability.
Intact telomeres protect chromosomes from nuclease degrada-
tion, end-to-end fusion, and cellular senescence (Blackburn
2000). In general, telomeres shorten with age and can serve
as an early predictor of the onset of several diseases, including
hypertension (Demissie et al. 2006), atherosclerosis (Samani,
Boultby, Butler, Thompson, and Goodall 2001), type 2 diabe-
tes mellitus (Sampson, Winterbone, Hughes, Dozio, and
Hughes 2006; Zee, Castonguay, Barton, Germer, and Martin
2010), cancer mortality (Willeit et al. 2010), cardiovascular
disease (Epel et al. 2009a, b), and cognitive decline and de-
mentia (Martin-Ruiz et al. 2006).
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Interestingly, from a psychological perspective, telomere
shortening can be accelerated by several behavioral factors,
including poor diet (Nettleton, Diez-Roux, Jenny, Fitzpatrick,
and Jacobs 2008; Valdes et al. 2005), poor sleep (Prather et al.
2011), cigarette smoking (Valdes et al. 2005), excessive alco-
hol consumption (Pavanello et al. 2011), sedentary lifestyle
(Cherkas et al. 2008), and several psychological factors, such
as personality characteristics (O’Donovan et al. 2009), psychi-
atric disorders (Lindqvist et al. 2015), and psychological dis-
tress (Shalev et al. 2013). For example, a reference study (Epel
et al. 2004) compared the lengths of the telomeres in the white
blood cells of mothers of chronically ill children with the
telomere lengths of mothers of healthy children. The longer
a woman had been the primary caregiver for her ill child (the
children’s conditions ranged from gut disorders to autism), the
shorter were her telomeres. Moreover, in both groups, the
more severe a woman’s psychological stress was, the shorter
her telomeres were. The reduction in telomere lengths of the
most stressed mothers (compared with the reduction in the
least stressed mothers) was equivalent to that caused by at
least a decade of ageing.

It has been suggested that healthy lifestyle factors can pro-
mote telomerase (the cellular enzyme that adds telomeric re-
peat sequences to the ends of chromosomal DNA, preserving
not only telomere length but also healthy cell function and
long-term immune function), telomere maintenance or even
lengthening. These factors include physical exercise
(Puterman et al. 2010), a body mass index <25 kg/m* (Sun
et al. 2012), not smoking (O’Donnell et al. 2008), and healthy
diet (Paul 2011).

Meditation has also been proposed to be a healthy
lifestyle factor that affects telomere length. Recent em-
pirical studies have shown a positive association be-
tween meditation and longer telomeres (Hoge et al.
2013a, b) as well as an increase in telomerase (Schutte
and Malouff 2014), suggesting that meditation may play
an important role in preventing illnesses. However, one
of the most challenging questions to answer is how the
practice of meditation is related to telomere dynamics.

The aim of this study was first to replicate and strengthen
the hypothesis that meditation is associated with longer telo-
meres. Only a few studies have demonstrated this relationship
(Schutte and Malouff 2014; Epel et al. 2009a, b; Conklin et al.
2015; Jacobs et al. 2011). Second, to elucidate the psycholog-
ical mechanisms underlying this potential relationship, we
compared a group of expert meditators with a matched com-
parison group and used several questionnaires to assess differ-
ent psychological constructs related to meditation that could
be involved in delaying the ageing process. To measure telo-
mere length, we employed the HT Q FISH technique, a unique
method that not only determines the MTL but also the per-
centage of short telomeres in individual cells, which indicates
the extent of cellular ageing.

‘@ Springer

Method

Participants The group of expert meditators (N=20) was
recruited from the Soto Zen Spanish Buddhist community.
The healthy matched comparison group (N=20) was recruited
from healthy relatives and friends of the meditators who had a
similar lifestyle and were matched by gender, age (+2 years)
and ethnic group. Participants in both groups had to be aged
between 18 and 65 years of age and be fluent in Spanish (to
answer the study questionnaires) to be included in the study.
Individuals were excluded from the study if they had history
or current diagnosis of a psychiatric disorder based on the
MINI interview, were receiving pharmacological or psycho-
logical treatment, or were suffering from severe medical dis-
orders that could affect telomerase activity (such as any type
of cancer or AIDS). Additionally, the meditators were re-
quired to have practiced continuous meditation for more than
10 years before the start of the study (including the last
10 years) with a mean of at least 60 min/day of formal practice
during the entire period. Soto Zen meditation is a sitting med-
itation that focuses on the act of breathing. Zen meditation is a
form of open monitoring meditation. The study was approved
by the Aragon Ethics Committee and was performed in accor-
dance with the ethical standards of the 1964 Declaration of
Helsinki. All of the participants provided their written in-
formed consent before participating in the study.

Procedures The two groups were selected and provided their
signed consent upon arriving at the first study visit. In the
morning, all of the subjects submitted their blood samples
for telomere measurements. They then completed a battery
of sociodemographic, psychological, and health-related
questionnaires.

Measurements

Telomere Measurement In brief, cells were plated in 384-
well plates, fixed with methanol/acetic acid (3/1, v/v), treated
with pepsin to digest the cytoplasm and the nuclei were then
processed for hybridisation in situ with a fluorescent Peptide
Nucleic Acid probe (PNA) that recognizes telomere repeats
(sequence: Alexa488-O0-CCCTAACCCTAACCCTAA,
Panagene). After several washing steps, as described by stan-
dard DAPI incubation procedures for DNA staining, the wells
were filled with mounting medium, and the plate was stored
overnight at 4 °C.

Quantitative image acquisition and analysis was performed on
a High Content Screening Opera System (Perkin Elmer) using
the Acapella software, version 1.8 (Perkin Elmer, Waltham,
MA, USA). Images were captured using a x40 0.95 NA water
immersion objective. UV and 488-nm excitation wavelengths
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were used to detect the DAPI and A488 signals, respectively.
The results of the intensity of each foci identified were
exported from the Acapella software (Perkin Elmer). The telo-
mere length distribution and median telomere length were
calculated with a proprietary program from Life Length.

Blood was obtained by venipuncture from the
antecubital vein and collected into Sodium Heparin tubes.
The blood samples were processed within 24 h of extrac-
tion to isolate peripheral blood mononuclear cells (PBMCs)
by a Ficoll-Hypaque gradient. The PBMCs were rinsed in
phosphate buffer solution, counted and resuspended at 10
million cells per milliliter in a freezing medium. Aliquots
were frozen at —80 °C and placed in liquid nitrogen for
storage.

Health-Related and Psychological Variables Labco has de-
veloped a comprehensive health questionnaire that is man-
datory for all of the participants included in telomere stud-
ies. It is available from Labco upon request. The question-
naire includes questions on the following variables: cardio-
vascular disorders, neurodegenerative disorders, infectious
disorders, autoimmune disorders, and other disorders.
Other topics assessed in the questionnaire include the use
of different medications and characteristics of the partici-
pant’s diet.

Sociodemographic Characteristic and Meditation Data
Information on participant’s gender, age, ethnic group, marital
and socioeconomic status, and years of education were col-
lected. Experience with meditation was also assessed. The
mean weekly meditation time was homogeneous in the Zen
group with a median of 90 min per day. Therefore, we
assessed the number of months that the participants had prac-
ticed meditation over their lifetime, noting the periods in
which their practice had been discontinued.

The Mini-International Neuropsychiatric Interview
(MINI) (Sheehan et al. 1998). The MINT is a short, structured
diagnostic interview that is used for the diagnosis of DSM-IV
and ICD-10 psychiatric disorders. With an administration time
of approximately 15 min, the MINI was designed to provide a
short but accurate structured psychiatric interview for multi-
center clinical trials and epidemiology studies. The MINI has
a validated Spanish version (Ferrando et al. 1998).

The Mindful Attention Awareness Scale (MAAS) (Brown
and Ryan 2003). The MAAS is a 15-item scale designed to
assess a core characteristic of dispositional mindfulness,
namely open or receptive awareness of and attention to what
is occurring in the present. The scale has strong psychometric
properties and has been validated with college, community,
and cancer patient samples. There is a Spanish version of the

MAAS that has displayed adequate psychometric properties
(Soler Ribaudi et al. 2012) (Cronbach’s c=0.89).

The Five Facet Mindfulness Questionnaire (FFMQ) (Baer,
Smith, Hopkins, Krietemeyer, and Toney 2006). This question-
naire consists of 39 items that assess five facets of mindfulness.
The items are rated using a Likert scale ranging from 1 (never
or very rarely true) to 5 (very often or always true), with higher
scores meaning higher self-reported mindfulness skills. The
five facets assessed are observing (noticing or attending to in-
ternal and external experiences, such as sensations, thoughts, or
emotions); describing (labeling internal experiences with
words); acting with awareness (focusing on one’s activities at
a given moment as opposed to behaving mechanically);
nonjudging of inner experience (taking a nonevaluative stance
towards thoughts and feelings); and nonreactivity to inner ex-
perience (allowing thoughts and feelings to come and go with-
out getting caught up in them or being carried away by them).
The Spanish version of the FFMQ has been validated and
shows good psychometric properties (Cebolla et al. 2012).
The Cronbach’s o of the five subscales was 0.81 for observing,
0.91 for describing, 0.89 for acting with awareness, 0.91 for
nonjudging, and 0.80 for nonreactivity.

Experiential Avoidance (AAQ-II) (Bond et al. 2011). The
second version of the Acceptance and Action Questionnaire was
used to measure experiential avoidance. The AAQ-II contains
seven items that assess experiential avoidance. The items exam-
ine one’s unwillingness to experience emotions and thoughts
(e.g., “I am afraid of my feelings”) and the inability to be in
the present moment and engage in valued behavior when un-
wanted emotions or thoughts are present (e.g., “My painful
memories prevent me from having a fulfilling life”). The partic-
ipants indicated their response to each question using a seven-
point scale (1 =never true to 7=always true). The AAQ-II is
scored by summing all of the items, and higher scores correspond
to greater experiential avoidance. Previous research has demon-
strated that the AAQ-II has good psychometric properties. This
instrument also has a translated and validated Spanish version
(Ruiz et al. 2013) (Cronbach’s c=0.75-0.93).

The Self-Compassion Scale (SCS) (Neff2003). The SCS has
26 items measuring six components of self-compassion (neg-
ative aspects are reverse coded): Self-kindness (e.g., “When
I’m going through a very hard time, I give myself the caring
and tenderness I need”), self-judgment (e.g., “I’m
disapproving and judgmental about my own flaws and
inadequacies”), common humanity (e.g., “I try to see my fail-
ings as part of the human condition”), isolation (e.g., “When I
fail at something that’s important to me, I tend to feel alone in
my failure”), mindfulness (e.g., “When something upsets me,
I try to keep my emotions in balance”), and over-identification
(e.g., “When I'm feeling down, I tend to obsess and fixate on
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everything that’s wrong”) (Ruiz et al. 2013). Adequate psy-
chometric properties have been reported for this scale (Ruiz et
al. 2013). The items are rated on a five-point response scale
ranging from 1 (almost never) to 5 (almost always). A Spanish
version of the scale has also been developed (Garcia-
Campayo et al. 2014). The Cronbach’s « of the 26-item
SCS was 0.87 (95 % CI=0.85-0.90) and ranged between
0.72 and 0.79 for the six subscales.

Resilience was evaluated using the ten-item Connor-
Davidson Resilience Scale (CD-RISC) (Campbell-Sills and
Stein 2007), a self-administered questionnaire that is designed
as a Likert type additive scale with five response options
(0=never to 4 =almost always), which has a single dimension
in the original version. The final score on the questionnaire is
the sum of the responses obtained from each item (range, 0—
40), and the highest score indicates the highest level of resil-
ience. The Spanish version of the scale has been recently
validated and showed appropriate psychometric parameters
(Notario-Pacheco et al. 2011) (Cronbach’s a=0.85).

The Hospital Anxiety and Depression Scale (HADS)
(Zigmond and Snaith 1983). The HADS is a 14-item ques-
tionnaire with seven items measuring anxiety (HAD-A) and
seven measuring depression (HAD-D). The ratings are totaled
to obtain a score ranging from 0 to 21 for anxiety and depres-
sion, with higher scores indicating greater depression or anx-
iety. Scores between 8 and 10 represent possible cases of
anxiety or depression, and scores that are >11 correspond to
probable cases. The validity and reliability of the Spanish
version of the HADS have been shown to be good (Herrero
et al. 2003) (The Cronbach’s « of the anxiety and depression
subscales was, respectively, ®=0.84 and «=0.85).

Life satisfaction was measured using the Satisfaction with
Life Scale (SWLS) (Diener et al. 1985). The scale consists of
five statements (e.g., “In most ways, my life is close to my
ideal”), and the participants rate whether they agree or dis-
agree with each statement using a five-point Likert scale.
Overall life satisfaction (using a scale from 5 to 25) is calcu-
lated as the sum of the responses to all of the items; a higher
score indicates a higher level of life satisfaction. Previous
studies have consistently demonstrated a high reliability and
a single-factor structure of SWLS items. This instrument has a
translated and validated Spanish version that has shown ade-
quate parameters (Vazquez et al. 2013) (Cronbach’s a=0.86).

Subjective happiness was measured using the SHS
(Lyubomirsky and Lepper 1999), which is a four-item mea-
sure of subjective global happiness rated on a seven-point
Likert scale. The current study used the Spanish version of
the SHS, which has established validity (Extremera and
Fernandez-Berrocal 2014). A single SHS score is the mean
of the responses to the four items. The SHS scores can range
from 1 to 7, where a higher score indicates a higher level of
happiness (Cronbach’s oc=0.68-72).
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Data Analyses

First, depending on their nature, all of the variables were de-
scribed using either mean and standard deviation (SD) values
or percentages. The comparisons between groups were per-
formed using Student’s 7 test and a chi-squared test. The effect
sizes on telomere length between meditators and
nonmeditators were assessed using Cohen’s d. The descriptive
statistics and raw Pearson correlations () between the
sociodemographics, the psychological variables, and the two
telomere measurements were calculated considering the total
sample. The sociodemographic and psychological variables
that showed significant results in the raw analysis were includ-
ed in two multivariate linear regression models that assessed
the adjusted relationships between the telomere measurements
and psychological outcomes. We used the stepwise method to
introduce the variables into the regression models and to as-
sess the adjusted relationships between the telomere measure-
ments and psychological outcomes because of the small sam-
ple size (n=40) and the subsequent problems with statistical
power. Standardized coefficients (beta) were used to assess the
individual contribution of the variables in explaining the telo-
mere length, and the Wald test was used to evaluate the sig-
nificance of the variables. The adjusted multiple determination
cocfficients (adj-R*) were also calculated to observe their
grouped explanatory power, and their significance was
assessed using analysis of variance (Martinez-Gonzalez
et al. 2006). The partial correlation coefficients (R) were
calculated, which indicated the correlation between two
variables when the effects of the other variables in the
equation were removed. The Kolmogorov-Smirnov (KS)
test was used to determine whether the conditional distri-
bution of the residuals met the assumption of normality.
Finally, it was confirmed that the Durbin-Watson values
(DW) approached a value of approximately 2.00 to rule
out autocorrelation problems in the errors. All of the tests
used were bilateral, and the significance level was
«<0.05. SPSS-19 statistical software package was used.

Results

One meditator was excluded from the analyses because he had
prostate cancer, and two individuals in the comparison group
were excluded because they were being treated with antidepres-
sants. The sociodemographic and health characteristics of the
sample are summarized in Table 1. There was a predominance
of middle-aged elderly European men. Gender, age, and ethnic
group variables were matched to avoid significant differences.
There were no differences between the samples in other
sociodemographic variables (living with a partner and years of
education), most health habits (tobacco, alcohol and medication
consumption and vegetarian diet), and several chronic medical
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Table 1  Sociodemographic and health characteristics of the sample
Variables Meditators Nonmeditators Significance
Sociodemographics

Gender (male)*
Age (mean, SD)*

14/20 (70 %)
48.55 (8.05)

Ethnic group (white)” 20/20 (100 %)

Live with partner (%) 17/20 (85 %)

Years of education (mean, SD) 14.25 (4.37)
Healthy habits

Tobacco (>10 cigarettes/day) 3/20 (15 %)

Alcohol® 0/20 (0 %)

Medications 0/20 (0 %)

Vegetarian diet 0/20 (0 %)
25.25 (1.50)

1720 (5 %)

Body mass index (mean, SD)
Exercise (>3 h/week)

Medical disorders

14/20 (70 %)
4830 (8.76)
20/20 (100 %)
18/20 (90 %)
12.60 (3.11)

X=00;df=1;p=1
1=0.094; df=38; p=0.926

X=0;df=1;p=1

X2=0.229; df=1; p=0.663
1=137;df=38; p=0.178

5/20 (25 %)
020 (0 %)
0/20 (0 %)
0/20 (0 %)
23.79 (1.96)
7120 (35 %)

X*=0.625; df=1; p=0.429
X=0:df=1;p=1
X=0:df=1;p=1
X=0:df=1;p=1

1=2.63; df=38; p=0.012*
X2 =5.65; df=1: p=0.048*

Diabetes 1/20 (5 %) 3/20 (15 %) X=1111;df=1; p=0.292

Hypertriglyceridemia 120 (5 %) 3/20 (15 %) X=1.111; df=1; p=0292

Hypercholesterolemia 1/20 (5 %) 3/20 (15 %) X=1.111;df=1; p=0292

Hypertension 3/20 (15 %) 4/20 (20 %) X =0.173; df=1;p=0.677

Arthrosis 1/20 (5 %) 3/20 (15 %) X=1111;df=1; p=0292
*»<0.05

“Matched variables

©>4 units/day for men or >3 units/day for women

disorders. The only differences between the groups were in the
average body mass index (BMI), which was significantly higher
in the meditators and showed mild overweight (BMI >25), and
the amount of physical exercise, which was lower in the medi-
tators. The mean period of daily meditation reported by the med-
itators was 75 min with a standard deviation of 15 min. The mean
length of time that the participants had practiced meditation over
their lifetime was 180 months with a standard deviation of
12 months. Both of the measures were rounded by the partici-
pants because it was difficult to provide more accurate data,
resulting in quite homogenous data.

The other health variables included in the Labco health ques-
tionnaire were not summarized in the table due to space con-
straints; however, they did not show significant differences be-
tween the groups. These variables included the prevalence of
cardiovascular disorders (heart infarction, atherosclerosis, ar-
rhythmia, and varicose veins), neurodegenerative disorders
(Alzheimer’s disease, Parkinson’s disease, multiple sclerosis,
and lateral amyotrophic sclerosis), infectious disorders (syphilis,
hepatitis B and C, mononucleosis, toxoplasmosis, and cytomeg-
alovirus), autoimmune disorders (psoriasis, theumatoid arthritis,
and lupus erythaematosus), and other disorders (osteoporosis,
chronic obstructive pulmonary disease, lung fibrosis, congenital
dyskeratosis, progeria, aplastic anaemia, asthma, and allergies).
Other variables assessed were the use of different medications
(such as oestrogens, thyroid hormone agents, and antioxidants)

and characteristics of the participant’s diet (such as consumption
of fruits, vegetables, red meat, and fat).

Telomere Measurement

A t test showed that the expert meditators group
(mean=10.82 kb; SEM=0.23; SD=1.03) had a significantly
longer MTL (¢=2.97; df=38; p=0.005; Cohen’s d=0.94)
compared with the comparison group (mean=9.94 kb;
SEM=0.19; SD=0.84).

The data concerning the 20th percentile were similar,
showing that the prevalence of short telomeres in the cells of
the expert meditators group (mean=5.22 kb; SEM=0.11;
SD=0.48) was significantly lower (1=2.84; df=38;
p=0.007; Cohen’s d=0.91) than the comparison group
(mean=4.80 kb; SEM=0.10; SD=0.44).

Mindfulness Variables

As expected, the expert meditators showed significantly better
results in the measurements that were related to mindfulness
abilities, such as attention and awareness, observing, describing,
nonjudging, resilience, self-compassion, and satisfaction with life
and subjective happiness. Moreover, the expert meditators report-
ed significantly lower experiential avoidance, anxiety, and de-
pression (Table 2).
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Table 2 Psychological variables in meditators (n =20) and nonmeditators (n=20)

Variable Meditators, MTL (1) 20th(r) Nonmeditators, MTL () 20th(r) t(df) MTL (r)*  20th (r)*
mean (SD) mean (SD)

MAAS 4.50 (0.16) 0.09 0.15 3.39(0.26) 0.44 0.43 15.79 (38)*** 0.49%* 0.49%*
FEMQ Observing 28.65(142) 029 0.1 23.95 (0.99) -0.10 —0.05 12.08 (38)***  0.45%* 0.39%
FFMQ Describing 26.90 (1.33) —0.46* —0.42 29.25(1.29) —-0.13 —0.05 —5.66 (38)*** —0.50%** —0.45%*
FFMQ Acting aware 32.55(1.50) —0.35 —0.28 27.75 (1.44) —0.01 0.12 10.28 (38)*** 0.46%* 0.40%*
FFMQ Nonjudging 31.65 (1.46) 0.20 023 26.85 (4.46) —0.15 —0.06 4.57 (38)*** 0.23 0.26
FFMQ Nonreacting 22.95 (2.50) —0.35 -0.29 21.35(241) —0.07 —0.06 2.05 (38)* —0.05 —0.02
AAQ2 1475 (2.82)  —0.41 —0.41 22.60 (1.69) -0.23 ~0.09 —10.64 (38)***  —0.53%%%  —(.49%*
HADS Anx 0.75 (0.63) 0.30 0.30 4.05 (0.75) —0.48* —0.47* —14.87 (38)*** —0.43%* —0.42%%*
HADS Dep 0.40 (0.59) 0.12 0.27 4.05 (0.99) 0.15 0.20 —14.02 (38)*** —0.35* —-0.30
CD-RISC 31.10 (1.11) —-0.01 —0.08 24.45 (1.50) —0.28 —0.26 15.86 (38)*** 0.36% 0.33*%
SWLS 29.30 (2.55) 0.07 —-0.03 23.00 (1.89) —0.06 —0.13 8.85 (38)*** 0.37% 0.31
SHS 2720 (2.21) 031 033 21.10 (1.74) 0.14 0.18 9.67 (38)***  0.48%* 0.48%*
SCS Self-kindness 5.40 (0.68) 0.27 0.19 4.45 (0.82) 0.05 0.19 3.97 (38)*** 0.36% 0.37*
SCS Humanity 5.35(1.08) 0.40 0.37 3.90 (0.71) 0.09 0.13 4.97 (38)*** 0.47%* 0.46%*
SCS Mindfulness 4.80 (1.10) 0.08 0.12 3.75 (0.63) —0.18 -0.19 3.67 (38)*** 0.22 0.23

SD standard deviation,  Pearson’s coefficient, #(djf) t-contrast and degrees of freedom, MTL median telomere length, 20¢h telomere length below which
20 % of the observed telomeres fall, MAA4S Mindful Attention Awareness Scale, FFMQ Five Facet Mindfulness Questionnaire, A40-2 Acceptance and
Action Questionnaire, HADS Hospital Anxiety Depression Scale, Anx anxiety, Dep depression, CD-RISC Connor-Davidson Resilience Scale, SWLS
Satisfaction with Life Scale, SHS Subjective Happiness Scale, SCS Self-Compassion Scale

*p<0.05; **p<0.01; ***p<0.001 (bilateral)
Total sample

Telomeres and Mindfulness Variables

Regarding the sociodemographic variables, only age showed
significant relationships with MTL (#=0.66; p<0.001) and
20th percentile (#=0.64; p<0.001). The raw correlations be-
tween the two references of telomere measurements and the
psychological variables supported the study’s hypothesis, as
these variables were associated in the expected direction
(Table 2). Of particular importance was the high correlation
shown between telomere length and experiential avoidance
(r=—0.53; p<0.001). Notably, only three mindfulness sub-
scales did not show a significant association with telomeres:
nonjudging, nonreactivity, and self-compassion mindfulness.
To determine which of the mindfulness variables was respon-
sible for the telomere maintenance, we computed a regression
analysis with regard to MTL (Table 3). We used a stepwise
regression model (because of the limited statistical power)
with the following variables: group (Zen/comparator), age
(the only sociodemographic variable with a significant asso-
ciation with telomere length) and all of the psychological var-
iables that showed a significant association with telomere
length. As a result, only the variables that best explained the
variability in telomere length were included in the final model,
as the variables that did not add new information to the vari-
ables introduced in previous steps were removed.
Surprisingly, the components that measured mindfulness
skills in the MAAS and FFMQ scales did not contribute to
the final model. However, the following three factors made
significant contributions: age (beta=-0.67; p<0.001),
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experiential avoidance (beta=—0.35; p=0.004), and the com-
mon humanity subscale from the self-compassion scale (be-
ta=0.27; p=0.024). Next, a second regression model was
conducted using the 20th percentile telomere values as the
reference. The results were similar to those shown in the first
model. Age (beta=—0.65; p<0.001), experiential avoidance
(beta=—-0.29; p=0.024) and the common humanity subscale
of the self-compassion scale (beta=0.29; p=0.029) contrib-
uted significantly (Table 3).

Discussion

The present data demonstrated that the expert meditators had a
significantly longer MTL as well as lower percentages of short
telomeres in their cells than the nonmeditator comparison
group. This finding extends a small but growing body of lit-
erature showing longer telomeres (Schutte and Malouff 2014;
Epel et al. 2009a, b; Conklin et al. 2015; Jacobs et al. 2011)
and increases in telomerase (Lengacher et al. 2014) related to
the practice of mindfulness. The ability to maintain longer
telomeres through practicing meditation has many implica-
tions on health. The possible pathway between meditation
and telomere length seems to be that (Schutte and Malouff
2014) mindfulness leads to individuals experiencing less
stress, anxiety, and depression, which are all thought to be
associated with cortisol level, and this association seems to
be associated with telomerase activity.
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Table3  Regression models regarding the MTL and the 20th percentile (NV=40)
Variables Adj-R? F (dfy/df) p* Se DW P°
MTL 0.73 35.78 (1/36) <0.001 0.54 2.03 0.923
R B (95 % CI) Se Beta e
Intercept 14.73 (12.77 t0 16.69) 097 <0.001
Age —0.80 —0.08 (—0.10 to —0.06) 0.01 —0.67 <0.001
AAQ-II —0.46 —0.08 (—0.13 to —0.03) 0.03 —0.35 0.004
SCS Humanity 0.37 0.23 (0.03 to 0.44) 0.10 0.27 0.024
Variables Adj-R? F (dfy/df) p* Se DW P°
20th percentile 0.67 26.85 (1/36) <0.001 0.29 2.02 0.596
R B (95 % CI) Se Beta »°
Intercept 6.94 ( 5.88 to 8.00) 0.52 <0.001
Age —0.76 —0.04 (—0.05 to —0.03) 0.01 —0.65 <0.001
AAQ-II —0.37 —0.03 (—0.06 to —0.01) 0.01 —0.29 0.024
SCS Humanity 0.36 0.12 (0.01 to 0.23) 0.05 0.29 0.029

Method: stepwise

Method: stepwise; Adj-R adjusted coefficient of multiple determination, Se standard error, D Dubin-Watson value, R partial correlation coefficient, B
regression slope, CI confidence interval, Beta standardized slope, 440-2 Acceptance and Action Questionnaire, SCS: Self-Compassion Scale

#p Value for variance analysis associated with the regression
® p Value for K-S test for normality contrast on residuals
€ p Value of Wald test result

Previous research has utilized the qPCR method for telo-
mere measurement, which only provides the mean (not medi-
an) telomere length value per cell or per sample. However, a
unique aspect of our study is that we applied the HT Q FISH
method and were able to measure not only the MTL but also
the abundance of short telomeres, which is an important pa-
rameter for assessing telomere functionality. Moreover, previ-
ous studies have shown similar results for the practice of
Loving Kindness Meditation (Salzberg 1995), a type of med-
itation practice that focuses on developing a positive intention,
unselfish kindness and warmth toward all people (Shaku et al.
2014). However, this study assessed a Zen Buddhism practice.
Thus, it seems that mindfulness is a protective factor for telo-
mere length regardless of the type of meditation practiced.
These results might also be expected because Zen meditation
has already been related not only to improvements in quality
of life, better mental health (Shaku et al. 2014), and alpha and
theta activity in many brain regions (generally related to re-
laxation) (Chiesa 2009) but also to decreases in oxidative
stress (Mahagita 2010) and the resiliency of mitochondria
(Bhasin et al. 2013), which may help prevent the process of
ageing.

However, the exact drivers of mindfulness and their rela-
tionship to telomere length remain unclear. According to our
results, it is likely that acceptance (measured as the absence of
experiential avoidance by the AAQ-2), a process that is spe-
cifically promoted by mindfulness in general and Zen medi-
tation in particular, plays a key role. However, there is still
debate over which concept the AAQ-2 truly measures; some

authors believe (Wolgast 2014) that it assesses distress and not
avoidance/acceptance.

Acceptance has been found to predict a wide range of qual-
ity of life outcomes, such as depression, anxiety, and general
mental health. It has been successfully applied to several spe-
cific topics, such as pain, smoking, diabetes management,
tinnitus, weight, and coping with epilepsy and psychotic
symptoms (Bond et al. 2011). However, this study is one of
the first to show that acceptance is related to telomere length.
Undoubtedly, from a cellular perspective, our results strength-
en the idea that mental health and behavioural effectiveness
are influenced more by how people relate to their thoughts and
feelings than by the form of those thoughts or feelings (e.g.,
how negative they are).

Another factor that seems to play an essential role at the
cellular level is one of the components of the self-compassion
scale: common humanity. Persons with high anxiety have low
mindfulness and compassion scores, and in these populations,
mindfulness is a better predictor of disability than anxiety
symptoms. This suggests that mindfulness can help protect
against the feeling of being disabled by an anxiety disorder
(Hoge et al. 2013a, b). Common humanity can also be viewed
as a useful emotional regulation strategy in which painful or
distressing feelings are not avoided but are held in awareness
with kindness, understanding, and a sense of shared humanity.

Finally, it is necessary to emphasize that nearly all of the
psychological variables (MAAS, AAQ, FFMQ, HADS, CD-
RISC, SCS) were correlated with the telomere measures. No
particular psychological variable had an association with
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telomere length that was clearly stronger than that of the
others. Socioeconomic status did not show any relationship
with telomere length despite being considered a relevant var-
iable. In our sample, the meditators had a significantly lower
salary than the comparison group because some of them were
Buddhist monks who had taken vows of poverty; this fact may
have biased the data.

This study has a number of limitations that suggest a cau-
tious interpretation of the results. The most significant limita-
tion of this research was its small sample size. Second, the
processes examined are technically complex to measure, and
in many ways, the instruments used are recent developments.
Additional experience may lead us to refine these instruments,
and different or improved instruments may reveal a different
pattern of results. In addition, the participants were not ran-
domly assigned to groups; thus, causality is unclear. Finally,
telomere research is still in its early stages and potential vari-
ables that are difficult to measure and are currently unknown
may alter the results.
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Abstract The benefits of mindfulness on human health are
well-documented, but the mechanisms underlying these ef-
fects are not well-understood. Our aim was to identify molec-
ular alterations related to mindfulness by profiling the epige-
netic response in long-term meditators. We performed a
genome-wide screen of DNA methylation by using the
Tllumina HumanMethylation450 platform in peripheral blood
leukocytes from 17 long-term meditators and 17 matched con-
trols. Top-ranked genes were validated by bisulfite cloning
sequencing. Database for Annotation, Visualization, and
Integrated Discovery and Ingenuity Pathways Analysis bioin-
formatic tools were used to characterize key processes under-
ling the methylation changes. We found 64 differentially
methylated regions (DMRs) in meditators compared to con-
trols, corresponding to 43 genes. Most of the mindfulness-
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related DMRs (70.3%) were hypomethylated in meditators,
and 23.4% of mindfulness-related DMRs clustered in
telomeric chromosomal regions. Notably, almost half of the
mindfulness-related DMRs (48.4%) involved genes linked to
common human diseases, such as neurological and psychiatric
disorders, cardiovascular diseases, and cancer. Lipid metabo-
lism and atherosclerosis signaling pathway were significantly
enriched in our set of DMRs. Functional in silico analysis also
revealed tumor necrosis factor (TNF) and NF-kB signaling as
crucial regulators of the mindfulness-related genes. Our study
suggests that there is a consistent epigenetic response to long-
term meditation practice in blood leukocytes with predomi-
nant loss of cytosine-phosphate-guanine methylation in dis-
tinct genomic regions, such as telomeres. Further research is
warranted to confirm that the molecular response to mindful-
ness practice involves crucial transcriptional regulators related
to a wide range of human common diseases, such as TNF and
NF-«B.

Keywords Mindfulness - DNA methylation - Epigenetics -
I'NF - NF-kB

Mindfulness in the west has been used as a psychological
therapy aimed at reducing stress by learning a structured,
non-religious program that uses techniques based on medita-
tion to develop a greater awareness of experience and thought
processes. Mindfulness has been described as an awareness
focused on the present moment, non-elaborative and non-
judgmental, in which each thought, feeling, or sensation that
arises in the attentional field is acknowledged and accepted as
it is (Bishop et al. 2004; Segal et al. 2002; Shapiro and
Schwartz 2000).

It is well-known that mindfulness improves mental and
physical health, reduces negative affect, and enhances
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adaptation to adverse or stressful situations (Grossman et al.
2004; Keng et al. 2011). An example of the effect of mindful-
ness on biological mechanisms and functions is the observa-
tion of immune changes in the blood and leukocytes after
mindfulness mediation practicing, which has been systemati-
cally reviewed (Black and Slavich 2016). Among these
changes, the 1970s Mindfulness-Based Stress Reduction
(MBSR) program is related to a buffered CD4+ T lymphocyte
decline (Creswell et al. 2009). In addition, some circulating
proteins seem to be or show a trend to be decreased after a
MBSR program, as is the case of C-protein reactive (CPR)
(Creswell et al. 2012), or after mindful awareness practices
(MAPs), such as interleukin 6 (IL-6) (Bower et al. 2015).
However, these studies have been carried out after short-
term mindfulness programs so long-term meditation effects
on immunity need to be assessed.

Recently, it has been observed that practicing mindfulness
and other meditation methods produces lasting morphological
changes in the brain, such as an increase in region-specific
cortical gray thickness, larger hippocampal dimensions, or
white matter connectivity changes, among others (Fayed
et al. 2013; Fox et al. 2014; Hernandez et al. 2016; Kang
etal. 2013; Luders et al. 2013; Tang et al. 2015;). In addition,
meditation has been negatively associated with neurodegener-
ative conditions, such as Alzheimer’s disease (Huang et al.
2016). Nevertheless, biological and molecular mechanisms
underlying these effects remain largely unknown (Black and
Slavich 2016).

Epigenetics may underlie some of these beneficial changes.
Epigenetics is defined as the set of heritable biochemical mod-
ifications that regulate gene expression without changing the
DNA sequence (Akbarian et al. 2013). Indeed, epigenetic
modifications are the basis for gene-environment interactions,
which in turn modulate the diversity of human phenotypes.
Major epigenetic mechanisms of gene regulation include
DNA methylation, histone post-translational modifications,
and silencing action of non-coding RNAs. DNA methylation
refers to the addition of a methyl group to the 5-carbon posi-
tion of the cytosine-phosphate-guanine (CpG) sites, which are
grouped in the genome forming the so-called CpG islands,
mainly located at regulatory elements. Methylation status of
CpG islands is associated with the transcriptional status of
nearby or related genes (Suzuki and Bird 2008). DNA meth-
ylation patterns have an impact on gene expression in the
human brain and blood (Horvath et al. 2012). On the other
hand, aberrant DNA methylation patterns are involved in an
increasing number of common diseases (Bergman and Cedar
2013; Heyn and Esteller 2012), including neurological and
mental disorders. Genome-wide DNA screening is a helpful
approach to identify DNA methylation alterations in the ge-
nome with no previous hypothesis. This approach may be
achieved using different strategies and technologies (Bock
2012), the bisulfite microarrays, such as Infinium

HumanMethylation450 BeadChip array from Illumina, being
one of the most widely used technologies. This array explores
more than 485,000 CpG sites in the genome, and once the data
are processed and analyzed, it may reveal regulatory regions
in the genome relevant to the issue or disease under study.

So far, little is known about epigenetic modifications in-
duced by mindfulness practice. A recent study has shown that
meditation decreases the expression of histone deacetylase
genes, which are involved in chromatin remodeling and gene
expression (Kaliman et al. 2014). Nevertheless, no studies
have reported on how meditation influences DNA methyla-
tion patterns.

The aim of the present study was to profile genome-wide
DNA methylation patterns in peripheral blood leukocytes
(PBLSs), isolated from long-term mindfulness practitioners
compared to controls, in order to identify differentially meth-
ylated regions related to mindfulness practice and discover
candidate molecular pathways underlying the biological ef-
fects of mindfulness. This kind of genome-wide approach is
characteristically non-hypothesis-driven and allows the dis-
covering of novel regions that do not need a previous knowl-
edge to be tested.

Method
Participants

The study was designed as an observational, transversal case-
control study. A collection of 17 long-term mindfulness med-
itators (MMs) was recruited from the Spanish Associations of
Mindfulness and from the Master of Mindfulness of the
University of Zaragoza. The comparison group, 17 control
subjects, was recruited among healthy relatives and friends
of the mindfulness meditators (MMs) who had a similar life-
style. Controls were matched by gender, age (+ 2 years), and
ethnic group, with a predominance of middle-age European
men. Participants in both groups had to be aged between 18
and 65 years and be fluent in Spanish to be included in the
study. The exclusion criteria for participation were the follow-
ing: having a history or current diagnosis of a psychiatric
disorder based on the MINI interview, receiving pharmaco-
logical or psychological treatment, or suffering from severe
medical disorders. Additionally, the long-term meditators
were required to have practiced meditation continuously for
more than 10 years before the start of the study (including the
last 10 years) with a mean of at least 60 min/day of formal
practice during the entire period. The type of meditation prac-
ticed is open-monitoring meditation (OM). During OM, the
attentional scope is expanded, and the meditator remains at-
tentive to any experience that might arise (perceptions,
thoughts, emotional content, and/or subjective awareness),
without selecting, over-identifying, judging, or focusing on
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any particular object (Dahl et al. 2015; Lippelt et al. 2014).
Information on participant’s meditation experience was also
assessed, including the number of months that the participants
had practiced meditation over their lifetime.

The general characteristics of subjects included in the study
are shown in Table 1. Gender, age, and ethnic group variables
were matched to avoid significant differences between groups.

Procedure

From each subject, a peripheral blood sample was obtained by
venous puncture in EDTA tubes. Blood samples were centri-
fuged at 4500 rpm for 15 min at 4 ® C. Buffy coat was pre-
served with RNAlater™ stabilization solution (Sigma-
Aldrich,St Louis, MO) and stored at — 80 °C until further
use. DNA was isolated by standardized methods (Miller
et al. 1988). Next, genome-wide DNA methylation data was
generated using Infinitum HumanMethylation450 BeadChip
array (Illumina, Inc., San Diego, CA, USA) (Sandoval et al.
2011), which was performed at the Roswell Park Cancer
Institute Genomics Shared Resource (Buffalo, NY, USA).

Briefly, 500 ng of genomic DNA from each PBL sample
was bisulfate-treated and hybridized to the BeadChip accord-
ing to the manufacturer’s protocol. A total 0f 485,577 cytosine
positions were interrogated throughout the human genome,
covering the 99% of RefSeq genes and 96% of CpG islands.
The percentage of methylation (/3 value) at each interrogated
CpG site was calculated after normalization and quality con-
trol were performed.

In order to minimize the potential bias introduced by batch
effects, we performed samples-to-batch allocation using the
OSAT tool (Yan et al. 2012). Microarray image processing
was carried out using the GenomeStudio methylation module
(Illumina, Inc.). Background was corrected, and adjustment
was performed to avoid type I/Il assay chemistry bias. So as
to minimize technical variation and improve data quality, we
used the Dasen method (Pidsley et al. 2013) as a normalization
tool.

Before performing differential methylation analysis, we re-
moved probes overlapping common single nucleotide poly-
morphisms (SNPs) along with those probes classified as inter-
nal controls of the Illumina microarray. Additionally, probes

Table 1 Characteristics of study

participants Range  Total sample Controls Meditators p value
(n=34) n=17) n=17)
Age, Md (SD) 49.47 (8.16) 48.59 (9.91) 50.35 (6.11) 0.536
Sex, male 24 (70.60) 11 (64.70) 13 (76.50) 0.452
Education, university 18 (52.9%) 10 (58.8%) 8 (47.1%) 0.492
BML, Md (SD) 24.32 (1.94) 23.73 (2.13) 2491 (1.58) 0.078
Months of practice 106.47 (123.06)  0.00 (0.00) 212.94 (84.54) < 0.001
MAAS, Md (SD) 1-6 3.93 (0.60) 3.42(0.25) 4.43 (0.38) < 0.001
FFMQ observing, Md (SD) 840 26.38 (2.76) 23.94 (1.03) 28.82 (1.43) <0.001
FFMQ describing, Md (SD) 840 27.44 (2.06) 26.00 (1.12) 28.88 (1.76) < 0.001
FFMQ acting, Md (SD) 8-40 30.35 (2.89) 27.88 (1.50) 32.82(1.43) <0.001
FFMQ non-judging, Md 8-40 29.29 (4.08) 26.41 (3.81) 32.18 (1.47) <0.001
SD
FF(MQ)non—reacting, Md 7-35 24.00 (2.58) 22.88 (2.47) 25.12(2.23) 0.009
SD
H/iDS)anxiety, Md (SD) 0-21 1.74 (1.52) 3.06 (0.90) 0.41 (0.51) < 0.001
HADS depression, Md (SD) 0-21 2.50 (2.02) 4.12 (1.05) 0.88 (1.32) <0.001
CDRISC resilience, Md 0-100 27.91 (3.68) 24.53 (1.59) 31.29 (1.05) <0.001
SD
SI-;S hz)ippiness, Md (SD) 4-28 23.77 (3.65) 21.00 (1.80) 26.53 (2.83) < 0.001
SCS common humanity, 2-8 5.00 (1.16) 4.47(1.01) 5.53(1.07) 0.006
Md (SD)
SCS mindfulness, Md (SD) 2-8 4.97 (1.53) 3.71(0.77) 6.24 (0.90) < 0.001
SCS self-kindness, Md (SD) ~ 2-10 4.88 (0.91) 4.47 (0.88) 5.29(0.77) 0.007
SLWS satisfaction, Md (SD) 5-35 28.15 (2.36) 26.71 (2.20) 29.59 (1.50) <0.001
AAQ-II avoidance, Md (SD) 7-49 18.65 (4.44) 2241 (1.58) 14.88 (2.83) < 0.001
Figures represent means, standard deviations (SD), and the p value associated with a ¢ contrast between the control
group and the meditator group, except for sex and education, where the figures represent frequencies and per-
centages (in parentheses) and the p value is associated with a y* contrast. Range indicates the bounds of the scales
for each psychological variable
@ Springer
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located on the X and Y chromosomes were discarded along
with probes that hybridized to multiple locations in the ge-
nome (Chen et al. 2013; Price et al. 2013). Probes that tech-
nically did not pass the Illumina quality threshold (1567
probes with bead count < 3 in > 5% of samples and 535 probes
having 1% of samples with a detection p value > 0.05) were
also removed. In the end, a total of 263,495 probes
(representing CpG sites) were further analyzed for differential
methylation (Supplemental Fig. S1). To identify major pat-
terns of variation in methylation profiles, principal component
analysis (PCA) of overall DNA methylation was applied to
the dataset (Supplemental Fig. S2).

Some bisulfite sequencing validations of differentially
methylated regions (DMRs) were performed. Genomic DNA
(500 ng) was bisulfate-converted using the EpiTect bisulfite
kit (QIAGEN, Redwood City, CA, USA) according to the
manufacturer’s instructions. Primer pair sequences were de-
signed by MethPrimer (Li and Dahiya 2002) and are listed in
Supplemental Table S3. PCR products were cloned using the
TopoTA cloning system (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA),
and a minimum of 12 independent clones was sequenced for
each examined subject and region. Methylation graphs were
obtained by using QUMA software (Kumaki et al. 2008).

Measures

Methylation levels for each CpG and subject (3 values/M
values) were obtained from the array results. Participants also
completed a battery of socio-demographics (age, sex, education,
body mass index, total months of mindfulness practice) and
health-related psychological questionnaires (Supplementary
Material 1).

Data Analyses

Differential methylation analysis was performed by using sev-
eral R /Bioconductor packages that compared methylation
levels (3 values/M values) between mindfulness meditators
and controls. Our aim was to identify DMRs, defined as loci,
containing concordant and significant changes for neighbor-
ing CpGs (two or more CpGs) (Jaffe et al. 2012). In order to
increase the statistical power of the study, we applied recent
methods that detect concordant and significant changes for
neighboring CpGs to identify DMRs (Peters et al. 2015).
Methylation differences were prioritized by the lowest p values
to ensure the most consistent DMRs between MM and con-
trols were included. These analyses identified sets of candi-
date loci with consistent differences in methylation in MM
versus controls.

In addition, functional analysis in silico of DMRs was
carried out. First, we performed a systematic, manual
curation of the literature and databases (Genetic
Association Database, CDC HuGE Published Literatur, and

MalaCards database) to identify those genes related to dis-
eases, including immune, neurological, and neuropsychiatric
disorders along with other traits and biologically relevant
functions among our set of DMRs.

In order to determine the biological significance of DMRs,
gene-based enrichment analysis was performed using the
Database for Annotation, Visualization, and Integrated
Discovery (DAVID v.6.7; http://david.abce.nciferf.gov)
functional annotation tool (Subramanian et al. 2005). We re-
port all gene ontology (GO) terms with a nominal p value less
than 0.1.

Ingenuity Pathways Analysis (IPA) software from
Ingenuity Systems® (Qiagen, Redwood City, California,
USA) was used to expand the functional in silico analysis of
the set of DMRs. IPA determined the most significantly
enriched biological functions and/or related diseases by calcu-
lating the p value using Fisher’s exact test. Analysis was per-
formed to identify gene networks, canonical pathways, and
functions enriched within our results. In addition, the
“upstream regulator analysis” was also applied to predict up-
stream molecules potentially able to regulate the set of differ-
entially methylated genes. The goal of this IPA tool is to iden-
tify upstream transcriptional regulators that may help to un-
cover new biological activities in our data.

To test whether DMRs were preferentially associated with
specific transcription factor-binding motifs, we used the
Hypergeometric Optimization of Motif Enrichment
(HOMER) motif discovery tool (http://biowhat.ucsd.edu/
homer/ngs/index.html). Searches for de novo motif were
performed with the default settings: background selection
matched on the percentage of guanine-cytosine (GC) content,
the percentage of GC content normalization, oligo auto-nor-
malization, regions for motif finding set as 200-bp windows
centered on CpG sites. Motif enrichment (target versus back-
ground) was calculated using the cumulative binomial
distribution.

Results

Socio-demographic and Psychological Features
of Participants

Socio-demographic data were equally distributed between
groups, but compared to controls, meditators showed a health-
ier profile in terms of psychological variables (Table 1).

Identification of Differentially Methylated Regions
Between Mindfulness Meditators and Controls

We found 64 DMRs that passed our statistical threshold (3

difference > 0.05 and minimum p value < 0.05), corre-
sponding to 43 genes (Table 2). The mean length of
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Table 2 Differentially
methylated regions (DMRs) in
PBL samples from long-term
mindfulness meditators and con-
trols analyzed by 450K Illumina
BeadChip array

@ Springer

Genes Chr DMR-start DMR-end no.probes Min. p value beta.diff
NR4A2 chr2 157184401 157187204 13 4.15117E - 13 —0.063
KBTBDI11 chr8 1954777 1955196 4 3.90054E — 08 -0.053
TYW3,CRYZ chrl 75198403 75199117 8 8.36204E — 07 0.062
TRABD2B chrl 48452465 48452740 3 1.29883E - 05 0.075
ZSCANI2L1 chr6 28058715 28058856 5 0.00012719 -0.094
SERPINB9 chr6 2891973 2892050 2 0.00012719 0.062
MIR10B,HOXD4 chr2 177013630 177015044 12 0.000127669 -0.056
UNCX chr7 1266180 1267228 4 0.000393945 -0.114
NA chrll 67383377 67383802 6 0.000478885 -0.092
Cl0orfl1 chr10 77542302 77542585 7 0.000594424 -0.059
WNK4 chrl7 40934398 40934907 2 0.000632099 —0.089
RPS6KA2 chr6 166876490 166877038 7 0.000731957 —0.065
HTRA4 chr8 38831508 38832728 6 0.000798404 —-0.052
LZTS1 chr8 20112175 20112813 4 0.000944855 0.057
CLEC11A chr19 51225848 51226849 7 0.001400841 —0.058
MADCAMI1 chr19 495355 495737 2 0.001456746 —0.081
C8orf73 chr8 144654887 144655484 4 0.002101627 —0.058
LAMA2 chr6 129251071 129251445 3 0.00210634 —0.063
NA chrl2 114107712 114107765 2 0.00210634 0.071
MLPH chr2 238406108 238406478 3 0.003007912 —0.056
RTKN chr2 74668976 74669387 4 0.003786336 -0.072
ADAM32 chr8 38964500 38965492 10 0.004423946 —0.053
SRXN1 chr20 633418 634604 4 0.004924204 —0.062
ZNF385D chr3 22412385 22413680 5 0.005558229 —0.103
TACR3 chr4 104641319 104641548 2 0.007012852 —0.069
EVPLL chrl7 18286412 18286644 2 0.007191908 0.052
TRPC3 chr4 122853464 122854336 6 0.007613165 0.054
NR4A2 chr2 157183013 157183291 2 0.008188896 —0.076
MYL5MFSD7 chr4 675137 675827 3 0.008481849 0.126
NA chrl 149144820 149145243 5 0.008751084 -0.118
NA chrl 149162430 149162518 3 0.008912857 —0.083
NA chr4 1514317 1514621 2 0.008962804 —0.086
NA chr3 14615444 14615956 4 0.009026339 0.060
RPS6KA2 chr6é 167070053 167070616 3 0.009173941 0.081
HISTIH3D chr6 26195488 26195995 4 0.009726208 0.068
APOB chr2 21267113 21267334 4 0.010026859 —0.051
DNAH7 chr2 196933546 196933852 6 0.010215384 0.071
NA chr8 101348456 101348501 3 0.011525051 -0.051
C190rf60 chrl9 18698825 18699118 2 0.012018869 - 0.066
WNK4 chrl7 40936078 40937270 7 0.012659477 —0.059
0ODZ4 chrll 78614359 78614522 2 0.013522189 0.076
LHX8 chrl 75590483 75591353 5 0.014181112 —0.108
PACRG,PARK2 chr6 163149167 163149674 5 0.014516207 -0.055
NCOR2 chrl2 125002007 125002474 3 0.016301777 -0.059
PRSS21 chrl6 2867773 2868001 2 0.021467194 0.064
GPR31 chr6 167571172 167571803 5 0.023259942 —0.071
ZNF385D chr3 21792248 21792991 8 0.023373579 0.053
NAV1 chrl 201617847 201618209 4 0.027339757 —0.051
NA chr5 154026371 154026979 4 0.02840663 -0.076
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Table 2 (continued)

Genes Chr DMR-start DMR-end no.probes Min. p value beta.diff
NA chrl6 51671357 51671563 2 0.028596197 —0.066
LOC150197 chr22 20192371 20192485 2 0.028596197 0.074
PTCHI chr9 98279753 98280076 2 0.028716062 —0.051
CTSZ, TUBB1 chr20 57582706 57583076 7 0.02952523 -0.051
RUFY1 chr5 178986131 178986728 7 0.029542821 =0.063
HRH1 chr3 11267020 11267525 4 0.031293469 —0.061
GSTA4 chr6 52858998 52859107 3 0.033941429 —0.051
VHL chr3 10184319 10184584 2 0.036129484 0.075
ERICH1-AS1 chr8 709576 709692 2 0.036605753 -0.059
PRR25 chrl6 857454 857863 3 0.036715428 0.106
LOC149837 chr20 5485245 5485294 5 0.037797935 =0.090
Cl3orf45 chrl3 76444798 76444831 3 0.039364018 -0.051
NA chr6 28446794 28447107 4 0.041039298 —-0.071
APOC2 chrl9 45449297 45449301 2 0.041719648 0.062
NA chr10 102381293 102381344 2 0.046623988 —0.082

The table shows 64 DMRs prioritized by the lowest p value criteria

PBL peripheral blood leukocytes, NA not applicable, Chr Chromosome, DMR-start coordinates of the beginning
of each DMR annotated by the UCSC hg19 build, DMR-end coordinates of the end of each DMR annotated by the
UCSC hgl9 build, No. probes total number of differentially methylated probes within each DMR, beta.diff
difference in average methylation between mindfulness practitioners and controls for each DMR

mindfulness-related DMRs was 499.6 bp. Mindfulness-
related DMRs encompassed an average of 4.3 differentially
methylated CpG sites per region, and 3 DMRs contained 10 or
more differentially methylated CpG sites, corresponding to
NR4A2, HOXD4, and ADAM32 genes, respectively
(Table 2). Most of the DMRs, specifically 45 DMRs
(70.3%), were hypomethylated in MM while only 19 DMRs
(29.7%) were hypermethylated in MM compared to control
subjects (Fig. 1). Differential methylation between MM and
control subjects showed a mild to moderate effect size, since
the average absolute (3 difference was 0.070 for the 64 DMRs
related to mindfulness practice (Fig. 1). The maximum

a

-log10 p-value

-0.2 -0.1 0.0 0.1 0.2

Beta difference

Fig. 1 a The volcano plot shows the results of differentially methylated
CpGs between long-term meditators and controls based on beta differ-
ence versus statistical significance. Red dots correspond to
hypermethylated CpGs while blue dots correspond to hypomethylated
CpGs. Gray dots represent CpGs that did not pass the statistical thresh-
olds. b Heat map of methylation values (beta values) shows differentially

absolute [ difference (0.126) was observed for a CpG island
overlapping the 3'untranslated region (3'UTR) of MYLS5 and
MFSD7 genes within the subtelomeric region of the short arm
of chromosome 4 (Supplemental Fig. S3).

Of note, DMRs were not randomly distributed throughout
the genome; instead, they tended to cluster at specific hot spots,
as it is shown by the CIRCOS plot (Fig. 2). Up to 9 out of 64
DMRs were placed within telomere-proximal regions of chro-
mosomes 4, 5, 7, 8, 16, 19, and 20. Moreover, additional six
DMRs were located near the subtelomeric region of chromo-
somes 2, 6, and 8. On the whole, 23.4% of mindfulness-related
DMRs were found nearby telomere regions (Fig. 3).

b Controls MP

methylated CpGs in meditation practitioners (MPs) and controls. Increase
in methylation levels is shown as red boxes, while decrease in methyla-
tion is shown as blue boxes. Columns correspond to subjects, and lines
correspond to CpGs. Hypomethylated CpGs are more abundant within
the MP group than in the control group (Color figure online)
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Fig. 2 The CIRCOS plot shows differentially methylated regions
(DMRs) between meditation practitioners and controls across the auto-
somes. X and Y chromosomes were excluded from the analysis. Only
those chromosomes harboring differentially methylated regions are rep-
resented in the colored circles. The perimeter of the circular figure repre-
sents the human chromosomes, showing the cytogenetic bands and cen-
tromeres (in red). The orange circle represents the minimum p value for
probes in a particular DMR, while the violet circle shows the mean p

In addition, two DMRs showed p values below genome-
wide significance threshold (nominal p value < SE — 08). One
of these DMRs was located within the NR4A2 gene and
showed up to 13 differentially methylated CpGs spanning the
5'UTR region and the gene body (absolute 3 difference = 0.063;
p value = 4.15E — 13) (Table 2, Fig. 4). This region was suc-
cessfully validated by bisulfite cloning sequencing confirming
that the NR4A2 gene is hypomethylated in MM peripheral
leukocytes (Fig. 4). The second DMR with p value below the
genome-wide significance threshold was placed at the 3’ UTR
of the KBTBDI1 gene and contained four differentially
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value for all the probes in a particular DMR. Red and blue circles repre-
sent the results of the differential analysis with each of the DMRs, includ-
ing gains in methylation (red dots) and losses in methylation (blue dots).
The inner green circle reports the names of the genes associated to each of
the DMRs. In red font, those genes that passed the genome-wide signif-
icance threshold are shown. In black font, those genes located within
telomere regions (Color figure online)

methylated CpGs (absolute 3 difference = 0.053; p
value = 4.90E — 08) (Table 2, Supplemental Fig. S4).

Mindfulness-Related DMRs Are Preferentially Associated
with Brain and Cardiovascular Human Diseases

We also wanted to know if these 64 DMRs were preferentially
related to specific human diseases or traits, so we performed a
systematic manual curation of the literature and databases to
assess this particular question (see the “Methods” section).
Out of the 64 DMRs, 31 DMRs (48.4%) showed association
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Fig. 3 DMRs located in
subtelomeric loci. The graph
shows a human ideogram with the
mindfulness-related DMRs that
are located within or nearby
telomeric regions. In red, gain in
methylation DMRs, and in blue,
loss in methylation (Color figure
online)

with diseases and human traits (Supplemental Table S1), some
of these DMRs overlapping several diseases or traits.

We found 16 DMRs (25%) located in genes associated with
psychiatric (bipolar disorder, schizophrenia, autism, major de-
pressive disorder, and attention deficit disorder) or neurolog-
ical conditions, including 9 DMRs (14%) in genes related to
neurodegenerative diseases (Parkinson’s disease, Alzheimer’s
disease, and amyotrophic lateral sclerosis). In addition, 15
DMRs (23.4%) were placed in genes related to vascular risk
factors, such as hypertension, diabetes mellitus, and lipid
levels or genes directly associated with cardiovascular disease,
such as stroke and coronary or peripheral artery disease.
Moreover, nine DMRs (14%) were related to cancer, such as
leukemia and colorectal, prostate, and breast cancers. Finally,
we only found five DMRs (7.8%) in genes associated with
immune diseases, such as multiple sclerosis, inflammatory
bowel disease, atopic dermatitis, or sclerosing cholangitis.

Functional Analysis In Silico of Mindfulness-Related
DMRs

We further asked whether the set of mindfulness-related DMRs
was enriched for genes involved in specific functions, so we
performed GO annotation using the DAVID tool. In the bio-
logical process category, we found that GO terms most strongly

16 17 18 19 20

21 22 23 24

enriched in our set of 64 DMRs included cellular response to
unfolded protein, regulation of dopamine, protein catabolic
processes, or regulation of synaptic plasticity, among others
(Table 3). Regarding the cellular component category, the GO
terms enriched involved a set of different lipoprotein particles,
while the most strongly associated GO term within the molec-
ular function category was the phospholipase binding (Table 3).
Next, we used the IPA tool to better characterize our set of
DMRs and seek for new relationships. The analysis confirmed
that our set of mindfulness-related DMRs was enriched in genes
with a functional role in neurological and psychiatric disorders,
cardiovascular diseases, and cancer (p value range = 4.82E — 02—
3.67E — 04) (Supplemental Fig. S5). Lipid metabolism and re-
lated functions were highly enriched in our set of differentially
methylated genes (p value = 3.67E — 04) (Fig. 5), APOB,
APOC2, HRHI, PTCHI, CLEC1IA and NCOR being the main
genes involved in these functions. Consistent with this result, the
top canonical pathways overrepresented in our set of differential
genes were LXR/RXR and FXR/RXR, which are crucial to reg-
ulate cholesterol, fatty acid, and glucose homeostasis, along with
the atherosclerosis signaling pathway (Supplemental Fig. S6).
In addition, to gain insight into upstream regulators of the
43 mindfulness-related differentially methylated genes, we
used the Upstream Analysis tool from the IPA software.
Eight predicted upstream regulators were identified prioritized
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Fig. 4 DNA methylation levels within the NR4A2 gene are decreased in
peripheral blood leukocytes (PBLs) from meditators compared to con-
trols. a The upper graph shows the genomic map of NR4A2 and the
position of the mindfulness-related DMR that overlaps this gene.
Arrows denote transcription start sites for different transcripts. Black box-
es represent exons; green boxes correspond to CpG islands. The amplicon
designed to perform bisulfite sequencing cloning is also shown. The
graph below shows the 450K methylation values (beta values) for con-
trols (red) and meditators (blue) across the DMR partially overlapping the

by p value, with the cytokine TNF showing the highest num-
ber of relationships (Fig. 5). None of them had been previous-
ly linked to mindfulness with the exception of TNF
(Elsenbruch et al. 2005; Rosenkranz et al. 2013) which en-
codes tumor necrosis factor alpha, a cytokine involved in a
wide range of human diseases, including neurological, psy-
chiatric, cardiovascular, cancer, and immune disorders.
Supporting the relevance of TNF as a crucial regulator of the
mindfulness-related genes, the main network associated to our
set of data (focused molecules 14, score 30) illustrates the
central role of TNF in the set of mindfulness-related DMRs
(Supplemental Fig. S7). Moreover, the second network related
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NR4A2 gene. B. The picture shows the result of validation of the NR4A2
DMR by bisulfite cloning sequencing (Bis-seq). The methylation pattern
at the CpG site resolution for the Bis-seq amplicon within the NR4A2
gene is shown in four different samples. Black and white circles represent
methylated and unmethylated cytosines, respectively. Each column sym-
bolizes a unique CpG site in the examined amplicon, and each line rep-
resents an individual DNA clone. Global percentage of methylation for
each analyzed sample (control or meditator) at this particular amplicon is
indicated at the bottom of each sample (Color figure online)

to our set of DMRs (focused molecules 10, score 19) reveals
the central role of NF-«B signaling in the epigenetic response
to mindfulness practice (Supplemental Fig. S8).

Finally, we found by using the HOMER tool that DMRs
were enriched in TFB (transcription factor-binding) motifs for
transcription factors such as Meis3 or Mafk, both linked to the
survival of pancreatic beta cells and insulin metabolism. Other
functions overrepresented in the TFB motifs related to the
DMRs were neural and heart development, oxidative stress
and hypoxia, proliferation and differentiation of hematopoietic
progenitor cells, immune Th2-helper response, and DNA repair
(Supplemental Table S2).
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Table 3  Gene ontology (GO) enrichment analysis

GO category GO term Description Percent of genes found Fold enrichment p value
Biological process 34620 Cellular response to unfolded protein 4.167 190.761 0.010
Biological process 42053 Regulation of dopamine metabolic process 6.250 114.457 0.000
Biological process 44257 Cellular protein catabolic process 4.167 44.885 0.043
Biological process 33344 Cholesterol efflux 4.167 29.348 0.065
Biological process 48167 Regulation of synaptic plasticity 4.167 24.614 0.076
Biological process 42157 Lipoprotein metabolic process 4.167 19.565 0.095
Biological process 32355 Response to estradiol 6.250 9.230 0.040
Biological process 10628 Positive regulation of gene expression 8.333 5.938 0.028
Biological process 6508 Proteolysis 12.500 4.749 0.007
Cellular component 34363 Intermediate-density lipoprotein particle 4.167 216.690 0.009
Cellular component 42627 Chylomicron 4.167 61.912 0.031
Cellular component 34362 Low-density lipoprotein particle 4.167 61.912 0.031
Cellular component 34361 Very-low-density lipoprotein particle 4.167 43.338 0.044
Molecular function 43274 Phospholipase binding 4.167 43.156 0.044
Molecular function 30544 Hsp70 protein binding 4.167 25.058 0.075
Molecular function 8270 Zinc ion binding 14.583 2279 0.076
Molecular function 31072 Heat-shock protein binding 4.167 18.947 0.098

GO gene ontology, Hsp heat-shock protein
Discussion

We showed that a gene-specific epigenetic response to mind-
fulness practice occurs in peripheral blood leukocytes in long-
term meditators. We also highlighted underlying biological
processes that might be influenced by mindfulness through
changes in DNA methylation patterns.

The beneficial effects of mindfulness on human health and
disease have been documented, but the mechanisms underlying
these effects are yet not well-understood. Our study suggested
that epigenetic modifications, in particular DNA methylation
changes in a set of specific genes, could contribute in part to
explain these effects. DNA methylation is one of the epigenetic
mechanisms regulating gene expression under environmental

A

and behavioral influences. Mindfulness-related DNA methyla-
tion changes may involve alterations of specific transcriptional
networks in long-term meditators. Indeed, it has been previous-
ly shown that yoga and mindfulness practice reduce the expres-
sion of pro-inflammatory genes in blood cells (Creswell et al.
2012; Kaliman et al. 2014; Ravnik-Glava¢ et al. 2012;
Saatcioglu 2013), including reduced pro-inflammatory nuclear
factor NF-kB signaling and increased activity of interferon re-
sponse factors (IRF), which are molecular patterns previously
linked to stress (Black et al. 2013). Despite these observations
on gene transcriptional changes, no data regarding DNA meth-
ylation patterns in response to long-term mindfulness practice
has been previously described to our knowledge. We have
identified a set of 64 genomic regions, corresponding to 43

Upstream regulators I

col
membrane

Nucleus
membrane

Fig. 5 IPA analysis of mindfulness-related differentially methylated
genes. a The graph shows functions and diseases related to lipid metab-
olism which are enriched in our results. b The diagram shows the eight
upstream regulators of our set of differentially methylated genes (in

white) along with the predicted regulated genes (red upregulated, green
downregulated) distributed across cell compartments. TNF was the mol-
ecules with the highest number of relationships and is represented in pale
blue (Color figure online)
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genes, which showed differential methylation in long-term
meditators compared to controls.

These epigenetic modifications were not limited to individ-
ual CpG sites. On the contrary, they have been found to in-
volve several CpG sites (array probes) in confined genomic
regions with an average of 4.3 differentially methylated CpGs
per region. In addition, our bisulfite cloning sequencing vali-
dation experiments proved that differential methylation affects
multiple contiguous CpGs, as it was shown in the case of
NR4A2 and KBTBDI1 genes. Most of the DMRs were
hypomethylated in long-term meditators compared to con-
trols. Notably, the abundance of hypomethylated regions in
the differential analysis contrasts with results from other
Infinium 450K methylation arrays performed in pathologic
conditions (De De Jager et al. 2014; Graves et al. 2014; Jo
et al. 2016; Masliah et al. 2013; Rhead et al. 2017; Urdinguio
etal. 2015), where a predominance of gene-specific hyperme-
thylation is usually observed.

Among those genes showing differential methylation be-
tween long-term mindfulness practitioners and controls, we
found two hits that passed the genome-wide significance
threshold. A DMR containing up to 13 differentially methylated
CpGs overlaps the NR4A2 gene, which encodes a nuclear tran-
scriptional regulator that is crucial to neuronal development,
particularly to the maintenance of the dopaminergic system
(Jankovic et al. 2005). NR4A2 has shown a protective effect
in neurons against apoptotic stress (Sleiman et al. 2009), and
mutations in this gene have been associated with disorders re-
lated to dopaminergic dysfunction, including Parkinson dis-
ease, schizophrenia, and manic depression (Buervenich et al.
20005 Liu et al. 2015; Sleiman et al. 2009). Most recently, the
orphan nuclear receptor 4A proteins (NR4A), including
NR4A2, have been reported to modulate regulatory T cells
(Treg), which in turn are crucial for maintaining immune ho-
meostasis, pointing to a therapeutic potential of NR4A proteins
in treating immune disorders (Won and Hwang 2016). Indeed,
NR4A2 provides protection in a murine model of multiple scle-
rosis, by promoting an increase in Treg and limiting effector T
cells (Saini et al. 2016). The second gene, KBTBDI1, encodes a
protein highly expressed in the brain according to data obtained
from the Genotype-Tissue Expression (GTEx) portal (Melé
et al. 2015) and was also related to Parkinson’s disease in a
genome-wide association study (Fung et al. 2006). A nearby
region to the KBTBD11 gene has been reported to be a strong
haplotype-related allele-specific DMR in T cells (Do et al.
2016). The latter region does not overlap our mindfulness-
related DMR, but both results point to the potential significance
that differential methylation within the KBTBDII genomic re-
gion may have in human health.

Mindfulness-related DMRs were not randomly distributed
throughout the genome, since up to 23.4% of mindfulness-
related DMRs were found to be placed close to telomere re-
gions. This result added evidence to the idea that mindfulness
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practice is somehow related to telomere biology. Accordingly,
our group previously showed a positive relationship between
meditation practice and telomere length (Alda et al. 2016) in
long-term meditators. Nevertheless, further studies are neces-
sary to better understand this intriguing association.

An interesting result of our study was that almost half of the
mindfulness-related DMRs (48.4%) were directly linked to
common human diseases, brain and cardiovascular disorders
being the most common associations, followed by cancer and
immune conditions. Among brain diseases, neurodegenera-
tive disorders seemed to be particularly associated to the
mindfulness-related DMRs, including Alzheimer’s and
Parkinson’s diseases. This is in accordance with previous re-
ports showing larger hippocampal dimensions in meditation
practitioners (Luders et al. 2013) and structural brain changes
in patients with Parkinson’s disease who received a
mindfulness-based intervention (Pickut et al. 2013). Our study
supports the idea that long-term mindfulness practice might
affect human health and pathogenic processes through, at least
in part, distinct epigenetic mechanisms. Even though a stable
DNA modification, DNA methylation is potentially modifi-
able and may underlie some of the transcriptional or structural
changes that are observed in meditation practitioners.

DNA methylation changes affected sets of genes that are
related to specific biological, cellular, and molecular func-
tions. In particular, lipid metabolism emerged as a consistent
biological process that could drive some of the mindfulness
effects, since cholesterol and lipoprotein transport along with
several lipoprotein particles were found in our functional in
silico analysis and were the most enriched functions in the IPA
analysis. This is in agreement with the fact that mindfulness-
related DMRs are highly associated with cardiovascular dis-
eases, since lipid metabolism alterations are well-known risk
factors for cardiovascular events. In addition, altered lipid me-
tabolism has also been related to brain disorders, such as
Alzheimer’s disease (Reitz 2013). Notably, our results
highlighted the relevance of TNF and NF-«B signaling in
the epigenetic response to mindfulness practice. Indeed, pre-
vious results of biomarkers and gene expression studies sup-
port this notion. For instance, TNF was reduced in the saliva
of women with depressive symptomatology after mindfulness
training (Walsh et al. 2016). Likewise, mindfulness practice
reduced pro-inflammatory nuclear factor NF-kB signaling in
blood cells (Black et al. 2013), as we mentioned above.
Indeed, both molecules were intrinsically associated since
TNF is a potent inductor of the NF-kB signaling pathway.
This is most significant, since dysregulation of NF-«B signal-
ing pathway mediates the pathogenesis of multiple human
diseases and, therefore, has become a major therapeutic target
(Panday et al. 2016).

Finally, as a number of transcription factors (TFs) seemed
to bind their sequence motifs in a methylation-sensitive man-
ner (Domcke et al. 2015) in the genome, we explored which
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TFs may bind within or nearby the mindfulness-related DMRs
and, therefore, be affected by changes in DNA methylation.
By using the HOMER tool, we observed that mindfulness-
related DMRs were enriched in motifs for certain TFs such
as Meis3 and Marf (Supplemental Table S2), which are both
related to insulin metabolism and survival of pancreatic beta
cells. Most of the motifs were for TFs that show a link with
neural development or neuroprotection and cardiac develop-
ment. Among these TFs emerges Nrf2, which plays a key role
in the response to oxidative stress and has anti-inflammatory
and neuroprotective properties. The strongest enriched motifs
correspond to MZF1 and HBP1 TFs, which are involved in
cardiogenesis, hematopoiesis, and neuronal differentiation
along with cell senescence and tumorigenesis. On the whole,
mindfulness-related DMRs seem to localize close to regulato-
ry regions for certain biological and molecular processes con-
sistent with their disease pathological associations.

In conclusion, our results suggest that there is a consistent
association of long-term meditation practice with a predomi-
nant loss of CpG methylation in distinct genomic regions.
Biological processes related to lipid or insulin metabolism
may be affected by mindfulness through epigenetic modifica-
tions. At the molecular level, our functional analysis suggests
a crucial role of TNF and NF-«B signaling pathway in the
response to mindfulness practice. Moreover, methylation
changes tend to occur in genomic regions where TFs related
to cardiac and neural development, response to oxidative
stress and inflammation, tumorigenesis, and immune response
are predicted to bind. Our study supports the notion that there
may be some epigenetic changes in the interplay between
meditation and a specific set of genes that might mediate the
effects on particular health conditions, including neurological
and psychiatric disorders, cardiovascular diseases, and cancer.
The present study begins to shed some light on the mecha-
nisms underlying the effects of long-term mindfulness prac-
tice on human health and disease at the molecular level, such
as the potential involvement of TNF and NF-«B signaling
pathway. Further studies in other groups of meditators, partic-
ularly in short-term meditation interventions, are warranted to
test whether there is a dose-response effect of meditation on
these methylation changes.

Limitations

The main limitation of the present work was related to the
design used, a retrospective case-control study, which makes
it difficult to establish clear lines of causality. This problem is
not easy to tackle, unless we use panel studies with medium-
or long-term longitudinal data. However, the comparison
groups that were used showed significant differences in
health-related psychological outcomes, favoring the medita-
tion group, which is expected and is probably due to long-term

meditative practice. This does not completely save the previ-
ously referred limitation but permits sustaining causality at
least from a heuristic or hypothetical point of view. The re-
duced size and relative homogeneity of the sample, combined
with the multiple testing procedures, were also limitations
which could lead to find spurious findings, but the used ap-
proach analyzed differences in regions in which changes in
CpGs went in the same direction, rather than only individual
CpGs, reducing the possibility of false positives (Peters et al.
2015). Another limitation may arise from the fact that 450K
Illumina arrays do not cover all the CpGs in the genome, in
contrast to other technologies such as whole-genome bisulfite
sequencing. Therefore, methylation modifications at different
genomic loci not included in the array may be missed.
Nevertheless, the arrays are designed to cover the 99% of
RefSeq genes and 96% of CpG islands so most parts of the
cis-regulatory regions are covered by the assay. They also
provide base pair-resolution DNA methylation measurements,
and what is more important is they have been successfully
used to reveal interesting regulatory regions and biological
pathways in a consistent manner for the last decade.

Acknowledgments We are very grateful to the subjects that generously
donated their samples to our study.

Author Contributions JGC contributed to the study design, obtaining
of funding, acquisition of data, analysis and interpretation of data, super-
vising of the study, and drafting/revising of the manuscript for content.
MPG contributed to the acquisition of data, analysis and interpretation of
data, and drafting/revising of the manuscript for content. AL contributed
to the analysis and interpretation of data, statistical analysis, figure design,
and drafting/revising the manuscript for content. AU contributed to the
analysis and interpretation of data, bisulfite experiments, figure design,
and drafting/revising of the manuscript for content. MR contributed to
bisulfite experimental work, figure design, and drafting/revising of the
manuscript for content. XMM contributed to the analysis and interpreta-
tion of data, figure design, and drafting/revising of the manuscript for
content. LP contributed to the acquisition of data, experimental work,
and drafting/revising of the manuscript for content. AP contributed to
the analysis and interpretation of data and drafting/revising of the manu-
script for content. J]MM contributed to the analysis and interpretation of
data and drafting/revising of the manuscript for content. MM contributed
to the study design, obtaining of funding, acquisition of epigenomic data,
analysis and interpretation of data, statistical analysis, supervising of the
study, and drafting/revising of the manuscript for content.

Funding Information The project has received funding from the
Network for Prevention and Health Promotion in Primary Care
(RD12/0005/0006) grant from the Instituto de Salud Carlos III of the
Ministry of Economy and Competitiveness (Spain), co-financed with
European Union ERDF funds (FEDER “Una manera de hacer
Europa™). The funding source did not have any influence on the design
of the study, data collection and analysis, or writing of the manuscript.

Compliance with Ethical Standards

Conflict of Interest
interest.

The authors declare that they have no conflict of

@ Springer

Xl ANEXOS



1158

Mindfulness (2018) 9:1146-1159

Ethics Approval All procedures performed in this study (number
PI13/0056) involving human participants were in accordance with the
ethical standards of the Aragon Ethics Regional Committee and with
the 1964 Helsinki Declaration and its later amendments or comparable
ethical standards.

Informed Consent Informed consent was obtained from all individual
participants included in the study.

References

Akbarian, S., Beeri, M. S., & Haroutunian, V. (2013). Epigenetic deter-
minants of healthy and diseased brain aging and cognition. JAMA
Neurology, 70, 711-718.

Alda, M., Puebla-Guedea, M., Rodero, B., Demarzo, M., Montero-Marin,
J., Roca, M., & Garcia-Campayo, J. (2016). Zen meditation, length
of telomeres, and the role of experiential avoidance and compassion.
Mindfulness, 7, 651-659.

Bergman, Y., & Cedar, H. (2013). DNA methylation dynamics in health
and disease. Nature Structural & Molecular Biology, 20(3), 274-281.

Bishop, S. R., Lau, M., Shapiro, S., Carlson, L., Anderson, N. D.,
Carmody, J., Segal, Z. V., Abbey, S., Speca, M., Velting, D., &
Devins, G. (2004). Mindfulness: a proposed operational definition.
Clinical Psychology: Science and Practice, 11(3), 230-241.

Black, D. S., & Slavich, G. M. (2016). Mindfulness meditation and the
immune system: a systematic review of randomized controlled trials.
Annals of the New York Academy of Sciences, 1373(1), 13-24.

Black, D. S., Cole, S. W., Irwin, M. R., Breen, E., Cyr, N. M. S., Nazarian,
N., et al. (2013). Yogic meditation reverses NF-«B and IRF-related
transcriptome dynamics in leukocytes of family dementia caregivers
in a randomized controlled trial. Psychoneuroendocrinology, 38(3),
348-355.

Bock, C. (2012). Analysing and interpreting DNA methylation data.
Nature reviews. Genetics, 13(10), 705-719.

Bower, J. E., Crosswell, A. D., Stanton, A. L., et al. (2015). Mindfulness
meditation for younger breast cancer survivors: a randomized con-
trolled trial. Cancer; 121(8), 1231-1240.

Buervenich, S., Carmine, A., Arvidsson, M., Xiang, F., Zhang, Z.,
Sydow, O., et al. (2000). NURR1 mutations in cases of schizophre-
nia and manic-depressive disorder. American Journal of Medical
Genetics, 96(6), 808-813.

Chen, Y., Lemire, M., Choufani, S., Butcher, D. T., Grafodatskaya, D.,
Zanke, B. W., et al. (2013). Discovery of cross-reactive probes and
polymorphic CpGs in the [llumina Infinium HumanMethylation450
microarray. Epigenetics, 8(2), 203-209.

Creswell, J. D., Myers, H. F., Cole, S. W., & Irwin, M. R. (2009).
Mindfulness meditation training effects on CD4+ T lymphocytes
in HIV-1 infected adults: a small randomized controlled trial.
Brain Behavior and Immunity, 23(2), 184-188.

Creswell, J. D., Irwin, M. R., Burklund, L. J., Lieberman, M. D., Arevalo,
J. M. G., Ma, J., et al. (2012). Mindfulness-based stress reduction
training reduces loneliness and pro-inflammatory gene expression in
older adults: a small randomized controlled trial. Brain, Behavior,
and Immunity, 26(7), 1095-1101.

Dahl, C. J., Lutz, A., & Davidson, R. J. (2015). Reconstructing and
deconstructing the self: cognitive mechanisms in meditation prac-
tice. Trends in Cognitive Sciences, 19(9), 515-523.

De Jager, P., Srivastava, G., Lunnon, K., Burgess, J., Schalkwyk, L., Yu,
L., et al. (2014). Alzheimer’s disease pathology is associated with
carly alterations in brain DNA methylation at ANK1, BINI,
RHBDF2 and other loci. Nature Neuroscience, 17(9), 1156-1163.

Do, C., Lang, C. F,, Lin, J., Darbary, H., Krupska, L., Gaba, A., et al.
(2016). Mechanisms and disease associations of haplotype-

@ Springer

dependent allele-specific DNA methylation. American Journal of
Human Genetics, 98(5), 934-955.

Domcke, S., Bardet, A. F., Ginno, P. A, Hartl, D., Burger, L., &
Schiibeler, D. (2015). Competition between DNA methylation and
transcription factors determines binding of NRF1. Nature,
528(7583), 575-579.

Elsenbruch, S., Langhorst, J., Popkirowa, K., et al. (2005). Effects of
mind-body therapy on quality of life and neuroendocrine and cellu-
lar immune functions in patients with ulcerative colitis.
Psychotherapy and Psychosomatics, 74(5), 277-287.

Fayed, N., Lopez del Hoyo, Y., Andres, E., Serrano-Blanco, A., Bellon,
J., Aguilar, K., et al. (2013). Brain changes in long-term Zen med-
itators using proton magnetic resonance spectroscopy and diffusion
tensor imaging: a controlled study. PLoS One, 8(3), e58476.

Fox, K. C., Nijeboer, S., Dixon, M. L., Floman, J. L., Ellamil, M., Rumak,
S. P, et al. (2014). Is meditation associated with altered brain struc-
ture? A systematic review and meta-analysis of morphometric neuro-
imaging in meditation practitioners. Neuroscience & Biobehavioral
Reviews, 43, 48-73.

Fung, H. C., Scholz, S., Matarin, M., Simén-Sanchez, J., Hernandez, D.,
Britton, A., et al. (2006). Genome-wide genotyping in Parkinson's
disease and neurologically normal controls: first stage analysis and
public release of data. The Lancet Neurology, 5(11), 911-916.

Graves, M. C., Benton, M., Lea, R. A., Boyle, M., Tajouri, L.,
MacArtney-Coxson, D., et al. (2014). Methylation differences at
the HLA-DRBI locus in CD4+ T-cells are associated with multiple
sclerosis. Multiple Sclerosis Journal, 20(8), 1033—-1041.

Grossman, P., Niemann, L., Schmidt, S., & Walach, H. (2004).
Mindfulness-based stress reduction and health benefits: a meta-anal-
ysis. Journal of Psychosomatic Research, 57(1), 35-43.

Hernandez, S. E., Suero, J., Barros, A., Gonzalez-Mora, J. L., & Rubia,
K. (2016). Increased grey matter associated with long-term Sahaja
yoga meditation: a voxel-based morphometry study. PLoS One,
11(3), e0150757.

Heyn, H., & Esteller, M. (2012). DNA methylation profiling in the
clinic: applications and challenges. Nature reviews. Genetics,
13(10), 679-692.

Horvath, S., Zhang, Y., Langfelder, P., Kahn, R. S., Boks, M. P., van Eijk,
K., et al. (2012). Aging effects on DNA methylation modules in
human brain and blood tissue. Genome Biology, 13(10), R97.

Huang, F., Shang, Y., Luo, Y., Wu, P., Huang, X., Tan, X., et al. (2016).
Lower prevalence of Alzheimer’s disease among Tibetans: associa-
tion with religious and genetic factors. Journal of Alzheimer's
Disease, 50(3), 659-667.

Jaffe, A. E., Murakami, P., Lee, H., Leek, J. T., Fallin, M. D., Feinberg, A.
P., & Irizarry, R. A. (2012). Bump hunting to identify differentially
methylated regions in epigenetic epidemiology studies.
International Journal of Epidemiology, 41(1), 200-209.

Jankovic, J., Chen, S., & Le, W. D. (2005). The role of Nurrl in the
development of dopaminergic neurons and Parkinson’s disease.
Progress in Neurobiology, 77(1-2), 128-138.

Jo, B. S., Koh, I. U, Bae, J. B,, Yu, H. Y., Jeon, E. S., Lee, H. Y., et al.
(2016). Methylome analysis reveals alterations in DNA methylation
in the regulatory regions of left ventricle development genes in hu-
man dilated cardiomyopathy. Genomics, 108(2), 84-92.

Kaliman, P., Alva.rez-Lépez, M. J., Cosin-Tomés, M., Rosenkranz, M. A.,
Lutz, A., & Davidson, R. J. (2014). Rapid changes in histone
deacetylases and inflammatory gene expression in expert medita-
tors. Psychoneuroendocrinology, 40, 96-107.

Kang, D. H., Jo, H. J., Jung, W. H,, Kim, S. H., Jung, Y. H., Choi, C. H.,
et al. (2013). The effect of meditation on brain structure: cortical
thickness mapping and diffusion tensor imaging. Social Cognitive
and Affective Neuroscience, 8(1), 27-33.

Keng, S. L., Smoski, M. J., & Robins, C.J. (2011). Effects of mindfulness
on psychological health: a review of empirical studies. Clinical
Psychology Review, 31(6), 1041-1056.

ANEXO V. Articulo derivado del estudio de metilacion del ADN

219



Mindfulness (2018) 9:1146—-1159

1159

Kumaki, Y., Oda, M., & Okano, M. (2008). QUMA: quantification tool
for methylation analysis. Nucleic Acids Research, 36(Web Server
issue), W170-W175.

Li, L. C., & Dahiya, R. (2002). MethPrimer: designing primers for meth-
ylation PCRs. Bioinformatics, 18(11), 1427-1431.

Lippelt, D. P., Hommel, B., & Colzato, L. S. (2014). Focused attention,
open monitoring and loving kindness meditation: Effects on atten-
tion, conflict monitoring, and creativity—a review. Frontiers in
Psychology, 5, 1083.

Liu, H., Fu, Y., Ren, J., Yu, S., Liu, H., Jiang, P., et al. (2015). Association
between NR4A2 genetic variation and schizophrenia: a comprehen-
sive systematic review and meta-analysis. Neuroscience Letters,
598, 85-90.

Luders, E., Thompson, P. M., Kurth, F., Hong, J. Y., Phillips, O. R.,
Wang, Y., etal. (2013). Global and regional alterations of hippocam-
pal anatomy in long-term meditation practitioners. Human Brain
Mapping, 34(12), 3369-3375.

Masliah, E., Dumaop, W., Galasko, D., & Desplats, P. (2013). Distinctive
patterns of DNA methylation associated with Parkinson disease:
identification of concordant epigenetic changes in brain and periph-
eral blood leukocytes. Epigenetics, 8(10), 1030-1038.

Melé, M., Ferreira, P. G., Reverter, F., DeLuca, D. S., Monlong, J.,
Sammeth, M., et al. (2015). The human transcriptome across tissues
and individuals. Science, 348(6235), 660—-665.

Miller, S. A., Dykes, D. D., & Polesky, H. F. (1988). A simple salting out
procedure for extracting DNA from human nucleated cells. Nucleic
Acids Research, 16(3), 1215.

Panday, A., Inda, M. E., Bagam, P., Sahoo, M. K., Osorio, D., & Batra, S.
(2016). Transcription factor NF-kB: an update on intervention strat-
egies. Archivum Immunologiae et Therapiae Experimentalis, 64(6),
463-483.

Peters, T. J., Buckley, M. J., Statham, A. L., Pidsley, R., Samaras, K.,
Lord, R. V., Clark, S. J., & Molloy, P. L. (2015). De novo identifi-
cation of differentially methylated regions in the human genome.
Epigenetics & Chromatin, 8, 6.

Pickut, B. A., Van Hecke, W., Kerckhofs, E., Marién, P., Vanneste, S.,
Cras, P., & Parizel, P. M. (2013). Mindfulness based intervention in
Parkinson's disease leads to structural brain changes on MRI: a
randomized controlled longitudinal trial. Clinical Neurology and
Neurosurgery, 115(12), 2419-2425.

Pidsley, R., Y Wong, C. C., Volta, M., Lunnon, K., Mill, J., & Schalkwyk,
L. C. (2013). A data-driven approach to preprocessing Illumina
450K methylation array data. BMC Genomics, 14, 293.

Price, E. M., Cotton, A. M., Lam, L. L., Farr¢, P., Emberly, E., Brown, C. J.,
etal. (2013). Additional annotation enhances potential for biologically-
relevant analysis of the Illumina Infinium HumanMethylation450
BeadChip array. Epigenetics & Chromatin, 6, 4.

Ravnik-Glava¢, M., HraSovec, S., Bon, J., Dreu, J., & Glava¢, D. (2012).
Genome-wide expression changes in a higher state of conscious-
ness. Consciousness and Cognition, 21(3), 1322-1344.

Reitz, C. (2013). Dyslipidemia and the risk of Alzheimer’s disease.
Current Atherosclerosis Reports, 15(3), 307.

Rhead, B., Holingue, C., Cole, M., Shao, X., Quach, H. L., Quach, D.,
et al. (2017). Rheumatoid arthritis naive T cells share

hypermethylation sites with synoviocytes. Arthritis &
Rheumatology (Hoboken, Nj.), 69(3), 550-559.

Rosenkranz, M. A., Davidson, R. J., Maccoon, D. G., Sheridan, J. F.,
Kalin, N. H., & Lutz, A. (2013). A comparison of mindfulness-
based stress reduction and an active control in modulation of neuro-
genic inflammation. Brain, Behavior and Immunity, 27(1), 174-184.

Saatcioglu, F. (2013). Regulation of gene expression by yoga, meditation
and related practices: a review of recent studies. Asian Journal of
Psychiatry, 6(1), 74-77.

Saini, A., Mahajan, S., & Gupta, P. (2016). Nuclear receptor expression
atlas in BMDCs: Nr4a2 restricts immunogenicity of BMDCs and
impedes EAE. European Journal of Immunology, 46(8), 1842—
1853.

Sandoval, J., Heyn, H., Moran, S., Serra-Musach, J., Pujana, M. A.,
Bibikova, M., & Esteller, M. (2011). Validation of a DNA methyl-
ation microarray for 450,000 CpG sites in the human genome.
Epigenetics, 6(6), 692-702.

Segal, Z. V., Williams, J. M. G., & Teasdale, J. D. (2002). Mindfulness-
based cognitive therapy for depression: a new approach to
preventing relapse. New York: Guilford.

Shapiro, S. L., & Schwartz, G. E. (2000). Intentional systemic mindful-
ness: an integrative model for self-regulation and health. Advances
in Mind-Body Medicine, 16(2), 128—134.

Sleiman, P. M. A., Healy, D. G., Mugit, M. M. K., Yang, Y. X., Van Der
Brug, M., Holton, J. L., et al. (2009). Characterisation of a novel
NR4A2 mutation in Parkinson’s disease brain. Neuroscience
Letters, 457(2), 75-79.

Subramanian, A., Tamayo, P., Mootha, V. K., Mukherjee, S., Ebert, B. L.,
Gillette, M. A., et al. (2005). Gene set enrichment analysis: a
knowledge-based approach for interpreting genome-wide expres-
sion profiles. Proceedings of the National Academy of Sciences of
the United States of America, 102(43), 15545-15550.

Suzuki, M. M., & Bird, A. (2008). DNA methylation landscapes: provoc-
ative insights from epigenomics. Nature Reviews Genetics, 9(6),
465-476.

Tang, Y. Y., Holzel, B. K., & Posner, M. L. (2015). The neuroscience of
mindfulness meditation. Nature Reviews. Neuroscience, 16(4),
213-225.

Urdinguio, R. G., Bayon, G. F., Dmitrijeva, M., Toraiio, E. G., Bravo, C.,
Fraga, M. F,, et al. (2015). Aberrant DNA methylation patterns of
spermatozoa in men with unexplained infertility. Human
Reproduction, 30(5), 1014-1028.

Walsh, E., Eisenlohr-Moul, T., & Baer, R. (2016). Brief mindfulness
training reduces salivary IL-6 and TNF-« in young women with
depressive symptomatology. Journal of Consulting and Clinical
Psychology, 84(10), 887-897.

Won, H. Y., & Hwang, E. S. (2016). Transcriptional modulation of reg-
ulatory T cell development by novel regulators NR4As. Archives of
Pharmacal Research, 39(11), 1530-1536.

Yan, L., Ma, C., Wang, D., Hu, Q., Qin, M., Conroy, J. M., et al. (2012).
OSAT: a tool for sample-to-batch allocations in genomics experi-
ments. BMC Genomics, 13, 689.

@ Springer

Yol ANEXOS





