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Introduccion

1. Los Trastornos depresivos

1.1.  Historia conceptual

La historia conceptual de la depresion se inicia con Hipoécrates (460-370 a. C.), que bajo
una concepcion humoral de los trastornos mentales, emplea el nombre de melancolia para
referirse aquellos pacientes que con frecuencia vomitaban bilis negra a causa de su “aversion a la
comida, irritabilidad, cansancio y somnolencia”, unido a un estado de tristeza y miedo. Afade,
ademas, que tanto el miedo como la tristeza, sean o no depresivos, cuando duran mucho tiempo
“pueden transformarse en melancolia", introduciendo asi la condicion de cronicidad a la afeccion
melancélica (Hipocrates, Aforismos IV, 23). Por su parte Galeno (130-200 d.C.) manteniendo
una concepcion fisiologica de la melancolia, atribuye su origen a un exceso cerebral de bilis
negra y afirma que: “aunque cada paciente melancolico acta bastante diferente que los demas,
todos ellos muestran miedo o desesperacion. Creen que la vida es mala y odian a los demas,
aunque no todos quieren morirse. Como consecuencia de la tristeza los melancolicos odian todo
lo que ven y parecen continuamente apenados y llenos de miedo, como los nifios y los hombres
ignorantes que tiemblan en una oscuridad profunda”. De este modo, en la Antiguedad la
concepcion humoral deja de lado los aspectos subjetivos en la alteracion del humor refiriéndose a
cantidades excesivas o deficitarias de los humores como causa ultima de la enfermedad (Jackson,
1986).

La supremacia de la teoria humoral y el uso del término melancolia se mantuvo hasta el S.
XIX, siglo en el que el uso de la palabra depresion (del latin depressus, abatimiento) comienza a
ser cada vez mas frecuente en los contextos médicos referidos a la melancolia gracias a autores
como Richard Blackmore, que menciona en 1725 la posibilidad de estar deprimido en profunda
tristeza y melancolia, o elevado a un estado lunatico o de distraccion, y Robert Whytt que en
1764 que relaciona la depresion mental con un espiritu bajo, hipocondria y melancolia. Y a
finales del S. XIX se alcanza definitivamente el cambio conceptual con Kraepelin (1856-1926).
Kraepelin consigue clasificar los estados melancolicos en diferentes cuadros nosologicos
delimitados, sobre todo en la sexta edicion de su Tratado de Psiquiatria (1896), donde reagrupa
los estados melancolicos y maniacos en una misma categoria a la que denominé locura maniaco-
depresiva, diferenciandola de la demencia precoz (llamada esquizofrenia poco después por
Bleuler, 1911). Acufio el término locura maniaco-depresiva tras observar que algunas personas
alternaban periodos libres de enfermedad con fases maniacas y depresivas, fuera de los cuales,
el paciente era capaz de funcionar con normalidad. En palabras del propio autor: “La locura

maniaco-depresiva, abarca por un lado todo el campo de la locura periddica y de la locura
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circular; por el otro, la mania simple, la mayor parte de los estados patologicos que se designan
con el nombre de melancolia y también una cantidad considerable de casos de amentia.
Finalmente también ubicamos aqui ciertas disposiciones del humor mas o menos acentuadas". Y
afiade, “Las enfermedades psiquiatricas son causadas principalmente por desérdenes biologicos y
genéticos”.

Un aspecto importante que Kraepelin recoge de sus contemporaneos es el caracter ciclico
de la enfermedad, la alternancia de estados de depresion y mania, que ya habia sido considerada
anteriormente por autores como Falret y Baillarger (1854), Griessinger (1867) y Kahlbaum
(1882). Falret, fue el primero en describir la locura circular (folie circulaire) como estados
depresivos y maniacos separados por un intervalo libre, destacando el curso intermitente, el
comienzo frecuentemente brusco y el caracter reversible de la mayoria de los episodios.

Baillarger describe la locura de doble forma (folie a double forme) en la misma linea que
Falret y con ambos surge por primera vez en la historia de la psiquiatria el concepto de lo que
actualmente entendemos por trastorno afectivo bipolar, aislado del resto de la patologia
psiquiatrica (Pichot, 1995).

Asimismo, Griessinger describi6é la mania y la melancolia como trastornos crénicos con
pobre prondstico, consideraba la mania como la etapa final de una melancolia gradualmente
agravada, y ambas, como dos etapas de una tnica enfermedad. Y Kahlbaum introdujo el término
ciclotimia para referirse a formas mas leves de estos trastornos episddicos melancoélicos y
maniacos, y también acufid el término distimia para referirse a una variedad cronica de
melancolia (Jackson, 1986).

Después de Kraepelin, otras aportaciones importantes fueron la separacion de los trastornos
afectivos en monopolar (personas con historia s6lo de depresion o solo de mania) y bipolar
(personas con trastornos maniaco-depresivos o circulares) por Kleist (1953) y Leonhard (1957) y
la diferenciacion entre monopolares y bipolares en base a su curso clinico y caracteristicas

genéticas por Angst y Perry (1960).

1.2.  Conceptos generales

El punto de partida deberia situarse en la clara diferenciacion entre el concepto de sintoma
y de sindrome depresivo. La depresion como sinfoma significa sentirse triste y es una
caracteristica presente en la mayor parte de los cuadros psicopatolégicos (ej., esquizofrenia,
obsesiones, etc.) y de otras enfermedades médicas (gj., cancer, alzheimer, parkinson, etc.), siendo
necesaria pero no suficiente para diagnosticar un sindrome depresivo. Para que la depresion

pueda concebirse como un sindrome, la tristeza o el estado de animo depresivo deben aparecer
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simultdneamente junto a otros criterios como la anhedonia, las alteraciones del suefio o los
problemas en las relaciones sociales. Asimismo, es necesario distinguir la depresion clinica de
los estados de animo depresivos temporales y periddicos, estableciendo un limite entre la
respuesta depresiva normal y la patologica. Para algunos autores existiria una inica dimension de
los estados depresivos, diferenciando los cuadros depresivos por la intensidad cuantitativa o
gravedad de los sintomas (Akiskal y col., 1977; Gershon y col., 1982; Tsuang y col., 1985;
Goodwin y Jamison, 1990; Akiskal y Benazzi, 2003). Otros autores, sin embargo, hablan de una
diferencia cualitativa entre la depresién normal y la patoldgica, considerando que en la depresion
pueden diferenciarse subtipos diferentes y que, ademas, los sintomas depresivos provocan un
malestar que afecta a todas las areas importantes del funcionamiento de la persona. El estado de
4nimo depresivo tendria autonomia propia sin apenas reaccionar ante sucesos externos y
determinando la voluntad de la persona que lo padece (Neele, 1949; Leonhard, 1961; Angst,
1966; Perris, 1966; Winokur y col., 1969).

1.3.  Clasificacion de los Trastornos depresivos

La depresion sigue siendo hoy en dia entendida como una entidad clinica tUnica,
especialmente en atencién primaria, limitando la identificacién de los distintos subtipos
depresivos entre si y, por tanto, la posibilidad de formular un diagnéstico correcto, realizar un
buen pronostico respecto a la evolucién e instaurar un tratamiento apropiado a cada caso.

El intento de definir cuantas depresiones hay y establecer una clasificacion de los trastornos
depresivos ha suscitado una enorme polémica a lo largo de los afios, dando lugar a multiples

divisiones. Las dicotomias mas destacadas han sido:

1.3.1. Depresiones reactivas-depresiones endogenas (1920 y 1930)

Su origen se debe a la discusion entre la explicacion psicoldgica de la depresion (depresion
reactiva) defendida por Freud, basada en la existencia de factores desencadenantes, ya sean
ambientales o de origen psiquico (ej., un duelo mal resuelto), que desembocan en una pobre
respuesta terapéutica, y la explicacion bioldgica (depresion endogena) defendida por Kraepelin,
que no tiene en cuenta factores ambientales, sino una profunda tristeza y sintomas somaticos que
se resolverian adecuadamente mediante el tratamiento. En la actualidad la existencia o no de
precipitantes psicosociales es irrelevante para distinguir subtipos de depresion o para cualquier

clasificacion de los trastornos del estado de animo y la distincion de estos dos subtipos de
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depresion viene dada por diferencias sintomatologicas no por factores etioldgicos (Guidi y col.,
2010).

1.3.2. Depresion psicotica-depresion neurotica

La diferencia diagnodstica entre cuadros psicOticos y cuadros neurdticos tuvo mucha
importancia en la década de 1920, sin embargo, a partir del DSM-III (1980) la palabra neurosis
ya no aparece recogida y la distincion entre depresion con 'y sin sintomas psicoticos se mantiene
para calificar a los trastornos del estado de animo en los que existen delirios o alucinaciones.
Esta dicotomia basada en la gravedad sintomatologica desaparece y se mantiene el término

psicotico en un sentido estrictamente sintomatoldgico.

1.3.3. Depresion unipolar- depresion bipolar

Esta distincion fue propuesta por primera vez por Leonhard en 1957, y defiende la
existencia de formas depresivas monopolares frente a las bipolares, sin diferencias
sintomatoldgicas claras entre el episodio depresivo de un bipolar y de un paciente unipolar,
aunque con diferencias significativas en cuanto al curso, la genética y la respuesta al tratamiento.
Actualmente, evidencias genéticas y bioldgicas como el aumento de la respuesta visual evocada,
el aumento en los niveles de la monoamina oxidasa (MAO) plaquetaria, la mejor respuesta al
litio en pacientes bipolares y la mayor eficacia del tratamiento agudo en depresién unipolar

llegaron a consolidar esta dicotomia (Paykel, 2008).

1.3.4. Depresion primaria-depresion secundaria

Aunque los conceptos de primario-secundario son parecidos a los de enddgeno-reactivo
existen caracteristicas diferentes suficientes para considerarlos aparte. Los trastornos del estado
de animo primarios (trastorno depresivo unipolar o bipolar) serian aquellos que aparecerian en
pacientes sin historia de enfermedad previa, mientras que los secundarios se darian
secundariamente a otras enfermedades de aparicién anterior (alcoholismo, fobias, trastorno
obsesivo-compulsivo (TOC), esquizofrenia, enfermedad orgédnica cerebral, etc.). A pesar de la
indudable utilidad de la distincién entre primario y secundario a la hora de establecer grupos
homogéneos sobre los que posteriormente poder investigar, las diferencias que se han encontrado
entre ambos subgrupos son pequefias y no parecen determinar de forma significativa la respuesta
al tratamiento, la evolucion o el pronodstico del trastorno (Coryell y col., 1982), si cabe, la

diferencia es importante desde el punto de vista de la eleccion terapéutica por el mayor riesgo de
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suicidio en las depresiones primarias y por la necesidad de incidir casi simultineamente en el
problema animico y en los trastornos que lo acompafian en las depresiones secundarias (Brim y

col., 1984).

1.3.5. Depresion: categoria o dimension clinica

En ultimo lugar, existe una diferenciacion de los trastornos del estado de animo, y de la
depresion en especial, en referencia a su posible naturaleza dimensional o categorial, que posee
gran relevancia cientifica y clinica. A pesar de que en los manuales diagnoésticos vigentes (CIE-
10 y DSM-IV-TR) se realiza una clasificacion de los tipos de trastornos del estado de animo,
poseen un caracter categorial, muchas investigaciones han puesto de manifiesto la posibilidad de
considerar la depresion a lo largo de un continuo, donde en el extremo menos grave se
encontraria la personalidad depresiva y en el extremo mas grave el trastorno depresivo mayor
(TDM) (Ruscio y Ruscio, 2008). Considerar la depresion como una dimension Gnica implicaria
tener en cuenta factores relacionados con la variacion en el nivel de gravedad, no soélo con la
simple presencia o ausencia de la depresion (Agudelo y col., 2005), los instrumentos de medida
que se emplean en la evaluacion de la depresion y que se centran en distinguir la presencia o no
de depresion perderian su valor predictivo y, ademads, el conocimiento que se tiene sobre la
depresion en base al estudio de pacientes que cumplen unos criterios de gravedad no permitiria

conocer las formas mas leves de depresion (Ruscio y Ruscio, 2000).

En lo que se refiere a la subtipificacion actual de la depresion, ésta se basa en los dos
principales sistemas de clasificacion en materia de salud mental, de caracter internacional y con
validez legal y cientifica, la décima revision de la Clasificacion estadistica internacional de
enfermedades y problemas de salud (CIE-10), llevada a cabo por la Organizacion Mundial de la
Salud (OMS) en 1992, y el Manual Diagnéstico y Estadistico de los Trastornos Mentales, 4*
edicion, texto revisado (DSM-IV-TR, Diagnostic and Statistical Manual of Mental Disorders), de
la Asociaciéon Americana de Psiquiatria (APA, 2000). Cuando ambos sistemas se elaboraron a
mediados del siglo pasado su utilidad era principalmente administrativa y de obtencion de datos
para fines estadisticos, sin embargo, a lo largo de los afios las multiples revisiones y la evolucion
de las bases conceptuales de las clasificaciones han permitido: mejorar su aplicacion clinica y su
aportacion a la investigacion clinica y epidemioldgica, mejorar la comunicacion entre clinicos de
diferentes orientaciones y entre clinicos e investigadores, y reducir las diferencias entre ambos
sistemas.

A pesar de que ha mejorado la congruencia entre ambos sistemas, los dos son multiaxiales
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y persiguen proporcionar directrices para aumentar la fiabilidad de los juicios clinicos, las
diferencias siguen siendo perceptibles. El DSM-IV-TR tiene como fin ultimo proporcionar
descripciones claras de las categorias diagnosticas para que los clinicos y los investigadores
puedan diagnosticar, estudiar y tratar los distintos trastornos mentales, mientras que la CIE-10
tiene un caracter fundamentalmente epidemiologico. Ademas, presentan diferencias en la
clasificacion (ver Anexos 1y 2) y en los criterios diagnosticos que definen el episodio depresivo
mayor (ver Anexo 3) y el trastorno depresivo mayor (ver Anexo 4). Por ejemplo, la CIE-10
diferencia 10 sintomas en el episodio depresivo mayor frente a los 9 del DSM-IV-TR,
distinguiendo la pérdida de autoestima del sentimiento de culpa. También, tiene distintos
criterios diagndsticos para cada nivel de gravedad del episodio depresivo mayor (leve, moderado
y grave) definido cada uno por un nimero minimo de sintomas, por ejemplo, un minimo de 6
sintomas define el nivel moderado, mientras que en el DSM-IV-TR no se especifica la gravedad
del episodio. Propone un periodo interepisdédico de por lo menos 2 meses libre de cualquier
sintoma significativo de alteracion del animo para poder hablar de dos episodios diferentes, en el
DSM-IV-TR es suficiente un intervalo en el que no se cumplan todos los criterios del trastorno
depresivo mayor de como minimo 2 meses. Y, por ultimo, forma un conjunto y clasifica los

trastornos por separado.

1.4. El Trastorno depresivo mayor

1.4.1. Caracteristicas sintomatologicas

A. Sintomas animicos

La tristeza es el sintoma mads representativo, esta presente en casi la totalidad de los
pacientes y es la queja principal, siendo indicado por el propio sujeto (sentimientos de tristeza o
vacio) o por observacion de otros (apariencia triste). En nifios y adolescentes puede verse como

animo irritable (APA, 2000).

B. Sintomas motivacionales y conductuales

La anhedonia, o disminucion de la capacidad de disfrute, es junto a un estado de 4nimo
deprimido el sintoma principal. Supone una inhabilidad para experimentar placer y emociones

normales como llorar. Se diferencia del aplanamiento afectivo del paciente con esquizofrenia en
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que la anhedonia se vivencia como egodistonica y se exterioriza el malestar. En su forma mas
grave esta inhibicién conductual se denomina retardo psicomotor, un enlentecimiento
generalizado de las respuestas motoras, el habla, el gesto, y la ausencia motivacional absoluta.
En casos extremos, este retardo puede llevar al estupor depresivo, un estado de mutismo y
paralisis motora casi totales, muy similar al estupor catatonico (Coryell y col., 1995).

En lo que se refiere al papel de la anhedonia en la depresion vamos a realizar una mencion
especial sobre este fenomeno, puesto que sera un concepto central para nuestro estudio.

El término anhedonia fue acuflado originalmente por Ribot (1897) para referirse a la
“insensibilidad para el placer”, es decir, el placer segun Ribot seria siempre una sensacion, algo
fisico, que unido a su otro elemento el representacional permitirian conformar cualquier tipo de
placer, desde el puramente fisico hasta el mas espiritual e intelectual. Desde Ribot, numerosos
autores clasicos han descrito el concepto de anhedonia, a pesar de no hacer referencia a este
autor y sin verse influenciados por su pensamiento. Kraepelim (1913) y Bleuler (1911)
consideran la anhedonia como una parte del concepto mas general de indiferencia, caracteristica
propia del estado emocional de los pacientes esquizofrénicos, y Jaspers (1959), aunque no
emplea el término de anhedonia, si diferencia entre sensaciones y sentimientos y considera que el
placer seria un sentimiento, de modo que, la pérdida de placer implicaria que el paciente pierde
la capacidad de sentir, es consciente de los estimulos del entorno pero se muestra indiferente y
apatico. Jaspers considera esta pérdida de la capacidad de sentir propia de los pacientes con
psicosis agudas, y la distingue del estado de indiferencia que mostrarian los pacientes depresivos
en los que habria una continua queja de la pérdida de interés, un sentimiento de no ser capaz de
sentir. Por su parte, Freud (1963) considera la pérdida de la capacidad para disfrutar como una
retencion de la energia debida a la represion ante el conflicto neurdtico. Aunque el nimero de
aportaciones es muy extenso, son tres autores los que han permitido desarrollar toda la
investigacion sobre la anhedonia hasta nuestros dias: Sandor Rado, Paul E. Meehl y Donald F.
Klein. Actualmente, los autores que estudian la anhedonia en relacion a la esquizofrenia se basan
en Rado o en Meehl, y los que estudian la anhedonia en relacion a la depresion se basan en
Klein.

Rado defini6 la anhedonia como el “bloqueo de la capacidad de recompensa ante estimulos
habitualmente reforzantes” (Rado, 1956). Seria una condicioén de la esquizofrenia, en la que el
paciente es incapaz de experimentar placer, que le lleva al aislamiento social y a la realizacion de
conductas desviadas al no ser capaz de conseguir placer mediante las actividades valoradas

socialmente. Para Rado la anhedonia es una predisposicion heredada para la esquizofrenia.
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Meehl (1987) considera la anhedonia como uno de los cuatro rasgos fundamentales de la
personalidad esquizotipica, un déficit de naturaleza neural que predispone al desarrollo de la
esquizofrenia o la depresion. Habla de capacidad heddnica, como un atributo psicoldgico
positivo de la personalidad que presenta una distribucion normal en la poblacion general. Para él,
la anhedonia deberia ser considerada como un rasgo constitucional (transmitido genéticamente),
perdurable que precede y posiblemente causa la depresion. Concretamente en relacion con la
depresion, habla de la anhedonia como un marcador de vulnerabilidad genética del TDM, un
factor de personalidad que contribuye o refuerza el desarrollo del trastorno depresivo.

Finalmente, Klein (1974) plantea una hipotesis de la anhedonia como sintoma nuclear de la
depresion mayor frente a los autores que han considerado el déficit hedonico como un marcador
de vulnerabilidad. Para ello utilizo el término endogenomdorfico, para describir un subtipo de
depresion mayor caracterizado por una marcada sintomatologia anheddnica. La anhedonia seria
un rasgo patognomoénico de la depresion asociado a alglin trastorno funcional especifico en el
sistema nervioso central (SNC), facil de tratar respecto a los otros sintomas depresivos. La teoria
de Klein ha sido, ademas, esencial para la categorizacion de los trastornos afectivos en el DSM-
IIT (1980), en la que la anhedonia es considerada un criterio necesario para el diagndstico del
TDM vy donde aparece definida como la “pérdida de interés o placer en todas o casi todas las
actividades”. Cabe sefialar que, a partir del DSM-III-R la anhedonia pierde cierta preponderancia
en el diagndstico de la depresion, contintia siendo un sintoma fundamental pero no necesario.

La cuestiéon sobre la anhedonia como un sintoma asociado a la esquizofrenia o a la
depresion continua sin estar resuelto. La CIE-10 ha decidido incluir la “disminucion del interés
y de la incapacidad de sentir placer y experimentar emociones agradables” entre los sintomas
bioldgicos de la depresion mayor (Pelizza y Ferrari, 2009). Por su parte, el DSM-IV-TR (2000)
define la anhedonia como la “disminucién de la capacidad de disfrute”, que junto con el estado
de animo deprimido conforman los criterios diagndsticos fundamentales del TDM. Ademas, el
DSM-IV-TR en la seccion dedicada a “Trastornos y rasgos asociados a la esquizofrenia” afiade
el especificador “con rasgos melancoélicos™ si existe “ausencia casi absoluta de la capacidad para
el placer, no simplemente una disminuciéon” aunque considera la anhedonia como un sintoma
negativo (no como un criterio) de la esquizofrenia.

Algunos estudios clinicos han revelado el caracter esencial de la anhedonia como sintoma
fundamental del TDM. Por ejemplo, Olivares y col. (1995) propusieron un modelo de formacion
del sintoma de la anhedonia en base a una serie de procesos sucesivos, que podrian derivar en
distintos tipos de anhedonia en funcion de la via seguida para su conformacion. Asi, la anhedonia

de la esquizofrenia seria distinta a la anhedonia de la depresion. Ademas, llegaron a la
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conclusion de que esta concepcion tedrica de la anhedonia no podia ser comprobada a través de
las escalas de evaluacion publicadas hasta la fecha, como la Escala de Anhedonia Social (SAS) y
la Escala de Anhedonia Fisica (PAS) de Chapman y col. (1976) o la Subescala de Anhedonia-
Insociabilidad de la SANS (Andreasen, 1983), dada la superposicion entre las puntuaciones de la
PAS entre pacientes esquizofrénicos y controles que limitaba su uso clinico y no permitia
distinguir entre los distintos tipos de anhedonia en relacion con la via seguida para su
conformacién, ni permitian medir la sensacion de cambio en la capacidad hedoénica del paciente
(Olivares y col., 2005). Por esta razon decidieron crear y validar una nueva escala de evaluacion
de la anhedonia, la Escala de Autoevaluacion de la Anhedonia (EAA) o Self-Assessment
Anhedonia Scale (SAAS, en inglés) (Olivares y col., 2005). Los resultados mostraron que las
puntuaciones totales de la escala eran significativamente mayores en pacientes con esquizofrenia
y depresion que en controles sanos y que en controles sanos desde un punto de vista psiquitrico
sometidos a un programa de hemodidlisis. Ademas, los pacientes deprimidos presentaban
diferencias estadisticamente significativas respecto a los controles en todos los items que miden
la capacidad para disfrutar de actividades fisicas, intelectuales y sociales de la subescala de
INTENSIDAD, en todos los items que miden la capacidad para disfrutar de actividades fisicas,
en la mayoria de las intelectuales y en todas las sociales de la subescala de FRECUENCIA, y en
todos los items que miden la capacidad para disfrutar de actividades fisicas, intelectuales y
sociales de la subescala de CAMBIO. Por el contrario, los pacientes esquizofrénicos presentaban
diferencias estadisticamente significativas respecto a los controles en un porcentaje bajo de los
items que miden la capacidad para disfrutar de actividades fisicas, intelectuales y sociales de la
subescala de INTENSIDAD, FRECUENCIA y CAMBIO. De este modo, los datos confirmaron
que la anhedonia es un sintoma relevante en la depresion, pero no asi en la esquizofrenia, dado
que las diferencias de los sujetos esquizofrénicos respecto a los controles no eran
estadisticamente significativas en las subescalas de INTENSIDAD y de FRECUENCIA, aunque
dichos pacientes si percibian un cierto “cambio” (diferencias estadisticamente significativas en la
subescala de cambio). Esto confirmaba la hipdtesis apuntada por el modelo inicial de que la
construccion del sintoma anhedonia en los esquizofrénicos se realiza a través de una
construccion diferente a la anhedonia en depresién. La anhedonia que aparece en los pacientes
deprimidos seria una anhedonia “primaria” o “verdadera”, en palabras del autor, en la que los
pacientes son conscientes de que padecen una verdadera incapacidad para disfrutar con una
acusada percepcion de “cambio” respecto a su situacion premorbida. En cambio, los pacientes
esquizofrénicos no tendrian una incapacidad real para disfrutar, de experimentar el “placer como

una sensacion”. La conclusion final que alcanzaron fue que la unica posibilidad de que los
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esquizofrénicos presentasen una anhedonia “primaria” o “verdadera”, seria la existencia de un
estado depresivo en algiin punto del curso de la enfermedad, ya que los sintomas depresivos son
frecuentes en pacientes esquizofrénicos, y que su diferenciacion de los verdaderos sintomas
negativos es en ocasiones compleja (Olivares, 2001; Hausmann y Fleischhacker, 2002).

Otros autores como Joiner y col. (2003) han observado que en los items sobre anhedonia,
del Inventario de Depresion de Beck (BDI, Beck Depression Inventory), los pacientes con TDM
obtienen puntuaciones significativamente mas altas que los pacientes esquizofrénicos, lo que
sugiere que la anhedonia es un sintoma del trastorno depresivo con una marcada relacién clinica
con los sintomas depresivos de retraso psicomotor e ideacion suicida recurrente (Lemke y col,
2004).

Por nuestra parte pensamos que, el desarrollo y la evaluacién de nuevos tratamientos para
los trastornos depresivos seran mas efectivo si se logran a través de la utilizacion de métodos que

evaluen de forma Optima la anhedonia y son, ademas, sensibles a los efectos del tratamiento.

C. Sintomas fisicos

Un sintoma tipico que afecta al 80-85% de los casos es el insomnio, con despertar
temprano por adelantamiento del ciclo suefio-vigilia (5 p.m. a 2 a.m. p.ej.), disminucién del
numero ¢ intensidad de los husos del suefio y de las fases 3 y 4 con disminucioén de las ondas
delta y disminucién de la latencia del suefio de movimientos oculares rapidos (MOR o REM en
inglés) e incremento del mismo en la primera mitad. La remision aparente de la sintomatologia
sin disminucion del acortamiento de la latencia del REM puede significar un gran riesgo de
recaida. Normalmente, se trata de insomnio pero, también, existe un pequefio porcentaje que
presenta hipersomnia (Staner, 2010).

Otros sintomas fisicos son la pérdida de apetito, la fatiga y la disminucion de la actividad y
el apetito sexual debido al compromiso hipotalamico en la depresion. Los centros hipotalamicos
modulados por la serotonina (5-HT) regulan el apetito y, conjuntamente con la noradrenalina

(NA), regulan las diferentes fases del funcionamiento sexual (Martin-Soelch y col., 2007).

D. Sintomas cognitivos

La alteracion de las funciones cognitivas es una caracteristica fundamental de la depresion,
pudiendo aparecer dificultades para concentrarse o pensar y problemas de indecision incluso
antes que los sentimientos de abatimiento e infelicidad. La memoria, la atencion y la capacidad
de concentracion pueden verse afectadas seriamente siendo muy complicado para el paciente

desarrollar las tareas cotidianas. Con frecuencia aparecen trastornos en la memoria reciente,
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debido a una limitada capacidad de atencién consumida con pensamientos de caracter obsesivo o
por déficits en adoptar estrategias activas de agrupamiento semadntico para recordar listas de
items, que pueden estar presentes en mas del 50% de los pacientes (Baune y col., 2010). El
contenido de la persona deprimida también estd alterado con ideas continuas de pérdida, baja
autoestima, marcado autoreproche y culpa, ademas de, desesperanza y pesimismo y recurrentes
pensamientos de muerte ¢ ideas suicidas. La ideacion suicida esta presente en mas del 60% de
los pacientes y ha sido relacionada, entre otros, con la disminuciéon del 4acido 5-
hidroxindolacético (5-HIAA) en el liquido cefalorraquideo (LCR) y con el incremento en el
nimero de receptores 5-HT, postsindpticos de 5-HT (Isometsd y col., 1994). En los casos
severos, pueden presentarse también ideas delirantes congruentes o no con el estado de animo

(McClintock y col., 2010).

E. Sintomas interpersonales

La calidad y cantidad de las relaciones con los demads se ven afectadas en gran medida. El
estado de desanimo induce a la disminucion de la bisqueda activa de contacto, al aislamiento,
pese a la necesidad de apego, integracion, valoracion de los sujetos. Este aislamiento no sdlo es
un sintoma de depresion, sino que también puede ser un predictor de la enfermedad. La falta de
habilidades sociales, especialmente para intimar y hacer amigos, las dificultades de caracter y
maduraciéon, hacen que las relaciones resulten problematicas, insatisfactorias, pobres y
decepcionantes (Lee, 2005).

Ademas, estos pacientes normalmente sufren el rechazo de las personas que les rodean, lo

que a su vez actua aislandoles atin mas.

1.4.2. Caracteristicas diagndsticas

A. El concepto de episodio depresivo mayor

El concepto clave de los trastornos depresivos es el de episodio depresivo mayor. Se
define por la presencia simultdnea de cinco o mas sintomas (disminucion del estado de animo,
anhedonia, insomnio o hipersomnia, pérdida de peso sin hacer régimen o aumento, agitaciéon o
enlentecimiento psicomotor, fatiga, sentimientos de inutilidad o culpa, disminucién de la
concentracion y pensamientos de muerte o suicidio) durante un periodo continuado de 2
semanas, que representan un cambio respecto a la actividad previa que provoca un malestar
clinicamente significativo o deterioro social, laboral o en otras areas del individuo (ver Anexo 3).

Se requiere que al menos uno de esos sintomas sea necesariamente o bien un estado de animo
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triste, deprimido, o bien una pérdida de placer, anhedonia, con las cosas con las que uno solia
disfrutar. Junto con los criterios de inclusion, el diagnostico de Episodio depresivo mayor
requiere cumplir tres criterios adicionales de exclusion: 1) que los sintomas no cumplan los
criterios para un episodio mixto; 2) que los sintomas no sean causados por una enfermedad
médica o por sustancias y 3) que los sintomas no sean debidos a una reaccion de duelo normal
por la muerte de un ser querido (APA, 2000).

Sin embargo, es necesario tener en cuenta que un episodio no es una categoria
diagnostica, las categorias diagndsticas descritas por el DSM-IV-TR dentro de la clasificacion de
trastornos depresivos son: 7DM, episodio Unico o recidivante, Distimia y el Trastorno depresivo

no especificado.

B. El Trastorno depresivo mayor

El término aparece por primera vez en DSM-III (1980). La caracteristica esencial de un
TDM es un curso clinico caracterizado por uno o mas episodios depresivos mayores en el que,
ademas, se debe cumplir una serie de condiciones: 1) el episodio mayor no se explica mejor por
la presencia de un trastorno esquizoafectivo y no estd superpuesto a una esquizofrenia, un
trastorno esquizofreniforme, delirante o psicotico no especificado y 2) nunca ha habido historia
de episodios maniacos, hipomaniacos o mixtos. El TDM puede cursar con un tUnico episodio, el
diagnoéstico sera TDM, episodio unico, o con dos o mas episodios separados entre si,
diagnosticado entonces como TDM, recidivante. En este Gltimo caso sera necesario especificar:
con o sin recuperacion interepisodica y si se presenta con patron estacional. El episodio actual
o mas reciente se debe codificar, ademas, segin su gravedad, presencia de sintomas psicoticos,
remision parcial o total y si es o no especificado. También es necesario especificar para el
episodio actual o mas reciente si el curso es o no cronico, si hay presencia de sintomas

catatonicos, melancalicos o atipicos o si el episodio es de inicio en el postparto (ver Anexo 4).

1.4.3. Curso

El TDM puede empezar a cualquier edad, aunque la edad promedio de inicio es la mitad de
la tercera década de la vida. El curso de la depresion mayor es muy variable, algunas personas
tienen episodios aislados separados por muchos afios, otras tienen episodios agrupados, e
incluso, otras presentan episodios cada vez mas frecuentes a medida que se van haciendo
mayores.

La mayor parte de personas que sufren un episodio depresivo unico suelen recuperarse en 1

o 2 afios, pero la recuperacion suele ser solo parcial. Aproximadamente un 15% de los casos va a
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tener un curso cronico (2 afos o mas), un 18% permanece deprimido tras dos afios de
seguimiento, un 10% permanece deprimido al cabo de cinco afos, e incluso, un 60% de los
sujetos tendran un segundo episodio (Muller y col., 1999; Kocsis, 2006). Los datos sobre el
riesgo de recaida parecen indicar que los que tienden a la cronificacion son aquellas personas
que han tardado mucho (normalmente varios afios) en buscar tratamiento, las personan que
tienen una edad avanzada al inicio del primer episodio o un nivel socioeconémico bajo. El riesgo
de recaida, también, es mayor en los primeros meses después de recuperarse de un episodio
depresivo, concretamente, el primer afio constituye un periodo de alto riesgo (Simon, 2000). La
existencia de varios episodios previos en el curso de la vida hace que la probabilidad de recaida
aumente, de este modo, los episodios depresion-no depresion se van acortando cuantos mas
episodios tiene el paciente y los sujetos que han sufrido tres episodios tendran hasta un 90% de
posibilidades de padecer el cuarto. La aparicion tardia del primer episodio incrementa la
posibilidad de apariciéon de mas episodios (Hollon, 2006). Por otro lado, el tipo de depresion es
un predictor importante de recaidas, las depresiones ligadas a cuadros fisicos o mentales en
personas que padecen enfermedades médicas cronicas presentan un mayor riesgo de desarrollar
un TDM, hasta un 20-25% de los sujetos con determinadas enfermedades médicas (p.ej.,
diabetes, infarto de miocardio o accidentes cerebrales vasculares) presentaran un TDM a lo largo
del curso de su enfermedad médica. Si hay un TDM, el tratamiento de la enfermedad médica es
mas complejo y el prondstico, menos favorable. Ademas el pronostico del trastorno es peor
(p.ej., episodios mas largos o respuestas mas pobres al tratamiento) (Walker y col., 1999;
Penninx y col., 2001). Pero, sin duda, el factor de riesgo mas importante para la aparicion de
recaidas parece ser el impacto negativo de los sintomas depresivos sin resolver después de un
episodio depresivo (Rush y col., 2006; Bertsky, 2009).

Los acontecimientos de estrés psicosocial grave, la muerte de un ser querido o un divorcio,
puede ser significativo para desencadenar el primer o segundo episodio pero apenas incide
cuando el niimero de episodios es mayor (Kendler y col., 2000).

Es necesario mencionar la alta mortalidad asociada al TDM, los sujetos que mueren por
suicidio llegan al 15%. Las tasas de muerte en sujetos de mas de 55 afios aumentan hasta llegar a

cuadruplicarse (APA, 2000).

1.4.4. Epidemiologia

Los trastornos depresivos representan junto a los trastornos de ansiedad el 80% de todos los
diagnosticos psiquidtricos en atenciéon primaria. Son los trastornos mas extendidos en la

poblacion por detrds de la ansiedad y el abuso de sustancias, sin embargo, la etiqueta de
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depresion es el diagndstico mas comun en la practica clinica psicopatologica (Katon, 2003).
Ademas, dicha enfermedad causa un coste enorme tanto en términos de gasto sanitario como en
horas laborales dedicadas en la sociedad occidental, no s6lo por la alta prevalencia del trastorno
depresivo sino porque en la mayoria de cuadros clinicos, la presencia de sintomas depresivos es
constante, llegando a ser la tltima razon que lleva al paciente a buscar ayuda.

Dos grandes estudios epidemiologicos, llevados a cabo en la poblacion general, el Estudio
Epidemiologico de Areas (ECA, Epidemiologic Catchment Area) a comienzos de los 80, y la
Encuesta Nacional de Comorbilidad (NCS, National Comorbidity Survey) a comienzos de los
90, ambos en EE.UU., se consideran actualmente de referencia para conocer la prevalencia de los
trastornos depresivos en los paises desarrollados (Department of Health and Human Services,
1999). La combinaciéon de ambos estudios facilita una aproximacion a la prevalencia de los
trastornos del estado de 4nimo, y de los trastornos mentales en general, por tramos de edad y
categorias diagndsticas.

El estudio ECA fue el primer estudio a nivel de la poblacion general en el que se utilizd
una entrevista completamente estructurada, la Entrevista Diagndstica Programada (DIS,
Diagnostic Interview Schedule) (Robins y col., 1981). Segin este estudio aproximadamente el
5% de la poblacion adulta presenta o presentara un episodio de depresion mayor a lo largo de la
vida. Concretamente, la prevalencia vital estimada se sitio entre el 3 y el 5°9%, mientras que la
prevalencia anual estuvo entre 17 y 3°4% (Robins y col., 1991). Posteriormente, en la misma
década, se realiza la primera encuesta representativa a nivel nacional, la NCS (Blazer y col.,
1993), utilizando un método semejante al del ECA. El instrumento empleado fue una version
modificada de la Entrevista Diagnostica Compuesta Internacional (CIDI, Composite
International Diagnostic Interview) (Robins y col., 1988). La prevalencia para el TDM fueron
sustancialmente mas altas que en el ECA, 14,9% (prevalencia vital) y 8,6%, (prevalencia anual).
A pesar de las diferencias en las estimaciones, el ECA y la NCS fueron muy semejantes tanto en
la determinacion de la edad de inicio y la alta comorbilidad del TDM (Kessler y col., 1994).

La APA en su DSM-IV (1994) consider6 que las estimaciones de prevalencia de los
estudios ECA y NCS fueron poco realistas y la OMS ha llegado a situar a la depresién como una
de las enfermedades mas graves en el mundo (Olfson y col.,, 2002). De ello ha surgido el
desarrollo de una nueva encuesta nacional de los trastornos mentales la NCS-Replication
(Kessler y col., 2003b), que estimo6 en un 16,2% y un 6,6% la prevalencia vital y anual para el
TDM, respectivamente.

Los datos acerca de la edad de inicio han sido semejantes en los tres estudios, considerando

un riesgo bastante bajo hasta los 18 afios y un aument6 casi de forma lineal con una pendiente
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cada vez mas fuerte en sucesivas cohortes (18-29, 30-44, 45-49, >60).

Finalmente, en los ultimos afios, en EE.UU, se ha realizado un amplio estudio desarrollado
por el Sistema de Vigilancia de los Factores de Riesgo Conductuales (BRFSS, Behavioral Risk
Factor Surveillance System), que incluy6 el Cuestionario de 8 items sobre Salud del Paciente
PHQ-8 (Patient Health Questionnaire) (Kroenke y col., 2009) con 235.067 encuestados, los
resultados indicaron que un 49,7% de los individuos presentaban un TDM, un 23,9% otros
trastornos depresivos, un 22,8% animo deprimido o anhedonia y sélo un 3,5% no mostraba
evidencia de trastorno o sintomas depresivos.

Las cifras de prevalencia del TDM son practicamente el doble en las mujeres que en los
hombres, incluso en culturas muy diversas. El DSM-IV-TR informa de una proporcion 2:1 entre
mujeres y hombres y en el estudio del BRFSS se encontré que las mujeres eran mucho mas
propensas a informar de sintomas depresivos (4,0% vs 2,7%) que los hombres. Otros factores
de riesgo a tener en cuenta son: el nivel socioeconémico bajo, los datos indican que las personas
en paro presentan tasas mas elevadas (9,8%) que las trabajadoras (2,0%), jubiladas (1,6%), las
amas de casa y los estudiantes (3,0%), los medios urbanos, la raza, el grupo de edad (entre los 25
y los 44 aios el riesgo es mas alto pero es entre los 45 y 64 afios cuando mas se informa de
sintomas depresivos), los acontecimientos vitales estresantes, las pérdidas familiares, y la historia

de depresion en los progenitores (Hamem, 2005).

1.4.5. Evaluacion

La practica psiquiatrica supone un proceso constante de evaluacién y medicion del estado
de los pacientes. Estas evaluaciones clinicas pueden ser clasificadas en funcion de su proposito y
su formato. Cuatro propositos diferentes: detectar la enfermedad, diagnosticar el trastorno, medir
la severidad de la enfermedad y valorar la evolucion de la misma, y dos formatos distintos:
escalas heteroaplicadas y escalas autoaplicadas. Los instrumentos de evaluacion pueden

clasificarse seglin estos dos criterios del siguiente modo:
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Propésito Formato Instrumento
PHQ-9
Deteccién Escala autoaplicada Cuestionario sobre la Salud del Paciente-9 (Patient
p Health Questionnaire Depression scale 9) Kroenke y
Spitzer (2002)
K6
Cuestionario K6 (Kessler 6, K6, scale)
Kessler y col. (2003a)
BDI-II
Inventario para la Depresion de Beck-1I (Beck
Depression Inventory) Beck y col.(1996)
SCID
Diagndstico Escala heteroaplicada  Entrevista Clinica Estructurada (Structured Clinical
Interview) First y col. (1996)
Medida de .
severidad Escala autoaplicada PHQ-9
BDI-II
QIDS-SR

Valoracion de la
evolucion

Escala heteroaplicada

Escala autoaplicada

Escala heteroaplicada

Cuestionario Corto de Sintomas Depresivos (Quick
Inventory of Depressive Symptomatology)
Rush y col. (2003)

HDRS

Escala de Evaluacion para la Depresion de Hamilton
(Hamilton Depression Rating Scale)

Hamilton (1960)

MADRS
(Escala de Depresion Montgomery- Asberg)
Montgomery y Asberg (1979)

QIDS-C
PHQ-9
BDLII

PHQ
QIDS-SR

HDRS
MADRS
QIDS-C

Escalas para la evaluacion de la depresion (adaptado de Bafios y col., 2005)
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A. Escala de Evaluacién para la Depresion de Hamilton

La escala de depresion de Hamilton (HDRS) (Hamilton, 1960) fue desarrollada
originalmente para medir la severidad de los sintomas depresivos en pacientes con enfermedad
depresiva primaria. La primera version fue publicada por Max Hamilton en 1960. Diseid la
escala como una medida de gravedad de la depresién en pacientes deprimidos previamente
diagnosticados. Desde entonces se han desarrollado diferentes versiones, aunque la mas utilizada
es la version de 17 items. La version original constaba de veintiin items, pero Hamilton
consider6 que los 1ltimos cuatro  elementos  (variacion  durante el  dia,
despersonalizacion/desrealizacion, sintomas paranoides y obsesivos y compulsivos) no debian
ser considerados parte de la enfermedad, porque no son tan frecuentes como los otros y por lo
tanto no deben contribuir a la puntuacién total. La validacion de la version castellana de esta
escala se realizd en 1986 por Ramos-Brieva. La existencia de diferentes versiones de la escala
HDRS, con diferentes formatos y nimero de elementos, asi como su amplia aplicacion a
diferentes poblaciones y ambitos en la investigacion psicoldgica, han generado algunas dudas
sobre la solidez psicométrica del instrumento asi como la fiabilidad interevaluadores al no existir
una guia de la entrevista semiestructurada. Diferentes evaluaciones han permitido comprobar la
validez discriminante, la fiabilidad y la sensibilidad al cambio, tanto en poblaciones
hospitalizadas como ambulatorios (Bobes y col., 2003).

Cada cuestion tiene entre tres y cinco posibles respuestas, con una puntuacion de 0-2 6 de
0-4 respectivamente. La puntuacion total va de 0 a 52 y pueden usarse diferentes puntos de corte
a la hora de clasificar el cuadro depresivo. La Guia de Practica Clinica (Practice Guidelines)
elaborada por el Instituto Nacional de Salud y Excelencia Clinica (NICE, National Institute for
Health and Clinical Excellence), guia con una alta calidad global en su elaboracién y una
puntuacién muy recomendada segun el instrumento Instrumento de Valoracion de Directrices
para la Investigacion y Evaluacion (AGREE, Appraisal of Guidelines for Reserch & Evaluation
Instrument), recomienda emplear los siguientes puntos de corte: a) No deprimido: 0-7; b)
Depresion ligera/menor: 8-13; c) Depresion moderada: 14-18; Depresion severa: 19-22;
Depresion muy severa: >23.

Para la evaluacion de la respuesta al tratamiento se ha definido como respuesta una
disminucién mayor o igual del 50% de la puntuacion inicial de la escala, respuesta parcial como
una disminucién entre el 25-49% y una no respuesta como una reduccién de menos del 25%
(Shelton, 2006). La remision se ha considerado para una puntuaciéon menor o igual a 7
(Ballinger, 1999), aunque hay resultados que apoyan que este punto de corte deberia de tener un

valor mas bajo (Zimmerman y col., 2005).
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1.4.6. Diagnéstico diferencial

En si mismo el estado de animo deprimido por si solo no es determinante diagnodstico de
ningun cuadro psicopatologico, pudiendo estar presente en numerosas psicopatologias. Como
aparece recogido en el DSM-IV-TR, el diagnostico diferencial debe realizarse con: el Trastorno
del estado de animo debido a condiciones médicas, los Trastornos de ansiedad (la ansiedad es
un sintoma emocional que suele coexistir con la depresion en un 70-80% de los casos, la
distincion diagnodstica fundamental es cronologica, sin embargo, es muy complicado saber que
episodio antecede al otro, debido a su elevada concurrencia), el TOC (las obsesiones y las
compulsiones aparecen con frecuencia en la depresion mayor y, a su vez, la presencia de
episodios depresivos completos en los cuadros obsesivos-compulsivos es elevadisima, serd el
clinico el que determine la antecedencia temporal y la importancia clinica), las reacciones de
duelo, los Trastornos de ajuste (estos trastornos se definen por una reaccion de adaptacion
desproporcionada en los 3 meses siguientes a la aparicion de un fuerte estresor identificable y
que no se haya prolongado mas de 6 meses desde su desaparicion) y la Esquizofienia y el
Trastorno esquizoafectivo y las Demencias (se estima que entre un 20-30% de los pacientes con
EA cumplen los criterios diagndsticos de depresion. Sin embargo, sigue siendo controvertido si
los sintomas depresivos son un factor de riesgo para la EA, un sintoma temprano de la
neurodegeneracion, o si son una reaccion a los principios de los déficits cognitivos (Tsuno y

Homma, 2009).
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2. Psicofarmacologia y terapias no farmacolégicas de la depresion

2.1. Psicofarmacologia de la depresion

La depresion representa un trastorno mental complejo que resulta de la contribucion de
multiples factores genéticos y ambientales. Un estado depresivo se caracteriza por anormalidades
en las funciones de la neurotransmision monoaminérgica, del sistema hipotalamo-pituitario-
adrenal (HPA), las neurotrofinas y las citocinas, en individuos genéticamente predispuestos que
han sufrido el impacto del estrés o de factores infecciosos. La disfuncién central de la
neurotransmision, ademds de su repercusion en la conducta, origina alteraciones
neurovegetativas y endocrinas, sobre todo en la secrecion de cortisol, hormona tiroidea y
hormonas de crecimiento. A su vez, las relaciones interpersonales, el entorno y las pautas de
gratificacion crean situaciones depresoras con experiencias de pérdida de indefension y estrés,
que influyen de nuevo negativamente en la actividad de los neurotransmisores, cerrando asi un
circulo que mantiene el proceso de manera indefinida. Por tanto, factores genéticos, factores
epigenéticos y ontogenéticos se encuentran en la base de estas anomalias.

Las manifestaciones de la patologia demuestran asociaciones con alelos especificos de
genes candidatos, mecanismos epigenéticos de metilacion del 4cido desoxirribonucleico (ADN),
acetilacion y metilacion de histonas y procesos de transcripciéon y traduccién, todos ellos
involucrados en el desarrollo de sintomas depresivos y también en su mejoria mediante
tratamientos prolongados con antidepresivos. La busqueda de medios eficaces para influir en la
actividad intracelular de estos factores, mediante tratamientos farmacologicos que alteren la
comunicacion intercelular realizada por los neurotransmisores, hormonas y factores tisulares, y
proporcionen plasticidad neuronal a largo plazo, es el modo de conocer los mecanismos
fisiopatologicos de la depresion y poder desarrollar nuevos tratamientos.

Los tratamientos farmacoldgicos actualmente aprobados para la depresion presentan
claras limitaciones, incluyendo el hecho de que todos ellos son esencialmente de base
monoaminica, que su eficacia es modesta y de inicio relativamente lento, que provocan
problemas de tolerancia significativa, especialmente a largo plazo (disfunciéon sexual, aumento
de peso y alteraciones cognitivas), y que la causa de los trastornos animicos es todavia
desconocida, motivan que la mayor parte de los casos no reciban tratamiento ya que ni los
clinicos ni los propios pacientes reconocen e identifican correctamente estas alteraciones (Chang

y Fava, 2010).
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Una proporcion muy elevada de pacientes no responden de manera plenamente
satisfactoria a ninguna de las terapias existentes, a pesar de los multiples tratamientos
antidepresivos existentes la mayor parte de los pacientes responden s6lo de manera parcial o se

muestran resistentes al tratamiento.

2.1.1. Fases del tratamiento antidepresivo

La depresion es por naturaleza una enfermedad episddica y recurrente. La duracion media
de un episodio depresivo mayor sin tratamiento es de 6 a 24 meses, aunque raramente sobrepasan
los dos afios de duracion. La aparicion de un primer episodio no suele motivar al paciente a
acudir a consulta, de modo que cuando el paciente acude por primera vez a tratamiento es comun
que tenga una historia previa de varios episodios no reconocidos y no tratados desde la
adolescencia. En el contexto médico, la depresion no tratada se asocia con un aumento de
morbilidad y mortalidad, la persona con una depresién tiene mayores riesgos de sufrir
enfermedades, de tener fracasos terapéuticos si recibe tratamiento por otra enfermedad, y de
padecer un mayor sufrimiento o incapacidad por otra enfermedad concurrente. Ademas, el riesgo
de suicidio o el desarrollo de otras enfermedades que como el alcoholismo o el abuso de
sustancias son muy elevados. Dados los riesgos derivados de no tratar la depresion la terapia
antidepresiva es esencial y con objetivos claros como son la reduccion de los sintomas y signos y
la prevencion de las recurrencias hasta la remision de la enfermedad. Cuanto mas rapido actue el
tratamiento menos tiempo durara el episodio depresivo, lo que repercutira en el prondstico de la
enfermedad a largo plazo.

Una vez que se inicia el tratamiento antidepresivo, la mejoria del paciente sigue tres fases
principales: respuesta, remision y recuperacion. En una primera fase se produce una respuesta
del paciente al tratamiento, tiene lugar una reducciéon de al menos un 50% de los sintomas
evaluados mediante una escala psiquiatrica estdndar como la HDRS. Tiene sentido establecer
esta categoria porque puede llevar al profesional a no aumentar la dosis terapéutica asociando la
respuesta al tratamiento o buscar otras alternativas si el paciente se muestra “no respondedor”.
En la segunda fase, la remision aparece una vez que el paciente se muestra practicamente
asintomatico, aunque sin ausencia total de los sintomas, con una puntuacion HDRS menor de 7.
La tercera fase, la recuperacion, es una remision superior a un determinado periodo de tiempo,
por encima de los 6 primeros meses. En esta fase se considera que los pacientes vuelven a la
normalidad o al estado habitual (Frank y col., 1991; Keller y col., 1992).

Por otro lado, existen dos términos para describir el empeoramiento en un paciente con

depresion. Si el paciente empeora antes de que se de una remision completa, o antes de que la
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remisioén se haya convertido en recuperacion, se habla de recaida. Sin embargo, si un paciente
empeora unos meses después de la recuperacion completa, se habla de recurrencia. (Pigott y

col., 2010).

2.1.2. Eficaciay efectividad de los tratamientos antidepresivos

Una amplia variedad de antidepresivos estan hoy disponibles para tratar el TDM y su
eficacia a largo plazo es muy elevada, pero como todas las terapias médicas los antidepresivos
tienen varias limitaciones que los clinicos deben considerar al elegir los tratamientos para sus
pacientes. Es necesario que tengan en cuenta la diferencia entre la eficacia global de un farmaco
y su eficacia en relacion con los sintomas depresivos especificos, en subpoblaciones de pacientes
concretas o en presencia de comorbilidades psiquidtricas y médicas, asi como, los perfiles de
tolerabilidad de los efectos secundarios y el perfil de seguridad de estos tratamientos
(Papakostas, 2010).

Los antidepresivos son el tratamiento de primera linea para la depresion y en general son
efectivos, sin embargo, no consiguen mitigar los sintomas depresivos en todos los pacientes. En
promedio, aproximadamente el 70% de los pacientes responden al tratamiento de fase aguda con
antidepresivos, sin embargo, un 30% de los pacientes no responde y la remision sintomatica se
limita a una minoria significativa. De hecho, sélo dos de cada tres (2/3) responde a cualquier
antidepresivo, mientras que uno de cada tres (1/3) no responde. Ademas, cuando se usa un
placebo se ha visto que dentro del grupo de los respondedores (2/3) uno de cada tres (1/3)
responde a ese placebo. Por tanto, s6lo uno de cada tres pacientes responderia realmente (Hansen
y col., 2005). Asimismo, la mitad de esos pacientes que responden a los farmacos lo hacen sé6lo
después de ocho semanas o mas de tratamiento, la respuesta suele aparecer 4 semanas desde el
inicio del tratamiento con antidepresivos triciclicos (ATC) y 6 semanas después en el caso de los
inhibidores selectivos de la recaptacion de 5-HT (ISRS), y los efectos secundarios nocivos se
presentan entre la semana 5y 11 paralos ATC, y 21 a 94 para los ISRS (Arroll y col., 2005).

Una vez que el paciente muestra una respuesta adecuada a un antidepresivo, se recomienda
el mantenimiento de ese tratamiento entre 6 y 12 semanas mientras se encuentra en la fase aguda,
cuando se alcanza la remision el tratamiento de continuacion se prolonga entre los 4 y 9 meses
posteriores, para asegurar que se mantiene la ausencia de sintomas depresivos y poder considerar
el episodio como finalmente resuelto previniendo posibles recaidas. Tras la recuperacion del
episodio también se debe considerar la posibilidad de utilizar un tratamiento de mantenimiento
para evitar la recurrencia de un nuevo episodio, para aquellos pacientes con una historia de

episodios recurrentes este tratamiento de mantenimiento puede prolongarse durante afios, dado
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que el riesgo de sufrir un nuevo episodio aumenta rapidamente cuantos mas episodios
experimenta el paciente. Sin embargo, hay una parte negativa, y es que resulta muy comiin en
los pacientes que responden que su respuesta se agote, es decir, que existe un alto porcentaje de
pacientes, entre el 20 y 30 %, que dejan de responder durante el primer afio y medio posterior a
un tratamiento. En consecuencia, la efectividad de los antidepresivos a la hora de reducir las
recaidas en la practica clinica sigue siendo muy inferior a la eficacia de los antidepresivos en los
ensayos clinicos (Keller y col., 2007).

Por si las limitaciones del tratamiento antidepresivo no fueran suficientes, los dos estudios
mas ampliamente aceptados sobre la eficacia de los farmacos antidepresivos “Selective
publication of antidepressant trials and its influence on apparent efficacy” (Turner y col., 2008)
e “Initial severity and antidepressant benefits: a meta-analysis of data submitted to the Food and
Drug Administration” (Kirsch y col., 2008) afiaden que existe un sesgo en los datos publicados
por la Agencia de Drogas y Alimentacion (FDA, Food and Drug Administration) del gobierno
estadounidense respecto a los ensayos de registro de eficacia antidepresiva y consideran que la
eficacia antidepresiva es modesta y de dudosa significacion clinica. Ambos estudios reflejan el
problema de la respuesta al tratamiento antidepresivo mostrando que tanto los articulos
publicados como los estudios de meta-analisis muestran un sesgo significativo que exalta la
aparente eficacia de los fArmacos, siendo positivamente selectivos, para la aceptacion general del
tratamiento.

Otro estudio de gran significacion cientifica, el estudio sobre Alternativas de Tratamiento
Secuencial para la Depresion (STAR*D, Sequenced Treatment Alternatives to Relieve
Depression), considerada la investigaciéon mas grande que se ha realizado sobre la eficacia del
tratamiento de la depresion mayor llegd a las siguientes conclusiones: 1) La tasa de remision en
monoterapia es baja; 2) El cambio de un antidepresivo ISRS a otro, a uno dual o a uno de
diferente mecanismo de accion no produce cambios positivos en la respuesta; 3) Las
combinaciones funcionan posiblemente un poco mejor, en pacientes que tiene respuesta parcial
pero no en aquellos que no muestran respuesta inicial; 4) No hay diferencias entre agregar o
cambiar a psicoterapia y medicacion en pacientes no respondedores; 5) La probabilidad de
remisién va decreciendo a medida que se suceden tratamientos, especialmente a partir del
tercero, mientras que las oportunidades de recaer aumentan; 6) La remisién tiene menores
posibilidades de recurrencia que la simple respuesta (Rush y col., 2006).

Actualmente, no es posible predecir qué paciente respondera a los antidepresivos, la

blisqueda de marcadores bioldgicos y posibles predictores todavia estan por desarrollar, sin
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embargo, muchos pacientes si responden y otros muchos consiguen responder tras varias pruebas

y combinaciones.

2.1.3. Farmacoterapia

Los primeros farmacos antidepresivos, la iproniazida (Kline, 1956) y la imipramina (Kunh,
1958), aparecen como consecuencia de descubrimientos fortuitos en la década de los 50. Ambos
medicamentos fueron estratégicamente desarrollados para el tratamiento de la tuberculosis y la
psicosis, respectivamente, sin embargo, se observd que ademas, mejoraban el estado de animo y
la actividad psicomotora de los pacientes, probando su eficacia en ensayos clinicos para el
tratamiento de la depresion. La iproniazida actuaba inhibiendo la enzima MAO, encargada de la
destruccion del neurotransmisor y por tanto permitiendo mas neurotransmisor disponible en la
sinapsis, y la imipramina bloqueando la recaptacion de transmisores hacia su punto de
procedencia aumentando, del mismo modo, la presencia de neurotransmisores en el espacio
sinaptico. El efecto era esencialmente el mismo pero mediante mecanismos de accion
farmacoldgicos bien distintos. Investigaciones posteriores demostraron que estos primeros
antidepresivos de una manera u otra aumentaban los niveles de 5-HT, NA y dopamina (DA),
surgiendo la idea de que en la depresién existia un déficit de uno de estos neurotransmisores y
dando lugar a la primera hipétesis de la depresion: la “hipotesis monoaminérgica”. Estos
primeros antidepresivos los inhibidores de la monoaminooxidasa (IMAO) y los ATC
proporcionaron un modelo para el desarrollo de nuevas clases de antidepresivos, incluyendo los
ISRS, los inhibidores selectivos de la recaptacion de NA (IRN) e inhibidores de la recaptacion
de 5-HT y NA (IRSN). Sin embargo, estos nuevos farmacos mantienen el mismo mecanismo de
accion, de modo que su eficacia y la variedad de pacientes en los que el tratamiento tiene éxito

siguen siendo los mismos (Berton y Nestler, 2006).

A. Antidepresivos triciclicos (ATC)

El ATC por excelencia es la imipramina. Los ATC fueron sintetizados de modo paralelo a
otras moléculas caracterizadas por su alta capacidad como tranquilizantes en la esquizofrenia,
tales como la clorpromazina, uno de los primeros fairmacos neurolépticos antipsicoticos. Sin
embargo, a pesar de su semejanza molecular por su estructura de tres anillos, los ATC no
resultaron eficaces cuando se probaron como antipsicéticos y en cambio funcionaron como
excelentes antidepresivos. Por su actividad los ATC bloquean las bombas de recaptacion tanto de
la 5-HT (IRS) como de la NA (IRN) y, en menor medida, de la DA (IRD). Algunos ATC son

mas potentes en la inhibicion del transportador de 5-HT (SERT) como la clomipramina y otros
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del transportador de NA (NAT) como la desipramina, pero todos bloquean la recaptacion de
ambos transmisores. Ademas, todos los ATC tienen otras tres acciones: bloquean los receptores
colinérgicos muscarinicos M1, bloquean los receptores de histamina H1 y bloquean los
receptores adrenérgicos alfa 1. A mayores, algunos ATC también tienen la capacidad de
bloquear los receptores 5-HT,4 de 5-HT.

En cuanto a los efectos secundarios, el bloqueo de los receptores alfal origina hipotension
ortostatica y mareos, el bloqueo de los receptores colinérgicos muscarinicos causa sequedad de
boca, visién borrosa, retencion urinaria, estreflimiento y trastornos en la memoria, y el bloqueo
de los receptores H1 causa sedacion y aumento de peso. Los ATC también bloquean los canales
de sodio en el corazon y el cerebro, lo que puede causar arritmias cardiacas y parada cardiaca por
sobredosis, ademas de ataques. Se encuentran entre los antidepresivos mas eficaces, a pesar de su
baja tolerancia a las dosis recomendadas y la gran toxicidad en caso de sobredosis. Parecen ser

mas eficaces que los ISRS en casos de depresiones severas (Koenig y Thase, 2009).

B. Inhibidores de la MAO (IMAO)

Los primeros IMAO actuaban todos inhibiendo de manera irreversible el enzima MAO,
destruyendo su funcién para siempre, siendo necesaria la sintesis de un nuevo enzima para
recuperar la actividad enzimdtica. A pesar de ser los primeros antidepresivos en aparecer
resultaron menos eficaces que los ATC y con graves efectos secundarios por lo que su uso se vio
muy limitado. Los efectos secundarios mas serios se relacionan con el alto riesgo de alteracion
hepatica, el incremento de la presion sanguinea y alteraciones del sistema nervioso central que
desembocan en conductas excitatorias como la hipomania. En los ultimos afios se han trabajado
en este tipo de antidepresivos produciendo inhibidores selectivos de la MAO-A o de la MAO-B
e inhibidores reversibles de la MAO-A (IRMA). Los IRMA (Moclobemida) mantienen los
efectos terapéuticos de los IMAO pero, ademas, reducen los efectos secundarios de la inhibicion
de la MAO-A ya que son reversibles. Los IMAO-B (Deprenyl) al no inhibir la MAO-A reducen
el problema de la hipertension, sin embargo, en dosis normales resultan poco eficaces, tienen

baja afinidad por la 5-HT y la NA (Sporn y col., 2004).

C. Inhibidores selectivos de la recaptacion de 5-HT (ISRS)

Los ISRS son considerados la primera linea del tratamiento farmacologico antidepresivo y
se utilizan ampliamente en todo el mundo con la disponibilidad de multiples genéricos,
considerandolos como una buena alternativa a los ATC por varias razones: por lo general se

pueden iniciar a dosis terapéuticas, requieren menos ajustes individuales y son mas sencillos de
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prescribir, producen efectos secundarios que interfieren menos por lo que la tasa de abandono
también es menor, la eficacia terapéutica es similar entre los ISRS y los ATC, son mas seguros
en caso de sobredosis y son muy selectivos, ya que todos inhiben selectivamente el SERT, frente
a los ATC que inhiben la recaptacion de 5S-HT y NA, los receptores H1, M1 y alfa 1 y los canales
de sodio del corazén y el cerebro (Koenig y Thase, 2009).

Los ISRS son seis fundamentalmente: fluoxetina, sertralina, paroxetina, fluvoxamina,
citalopram y escitalopram. Su efecto terapéutico, asociado a la inhibicién de la recaptacion de 5-
HT, tiene lugar tanto en el terminal axénico presinaptico como en el extremo somatodendritico.
Al administrar un ISRS se produce el bloqueo de SERT y ésta no puede volver al terminal
presinaptico. Sin embargo, lo que se produce no es un aumento inmediato de 5-HT en el espacio
sinaptico sino en los cuerpos celulares de los nucleos del rafe, el aumento de 5-HT en los
autorreceptores del extremo somatodendritico tiene el efecto de regularlos a la baja y de
desensibilizarlos, en ese momento la inhibicion de flujo de impulsos en la neurona
serotoninérgica desaparece, se pone en marcha el flujo de impulsos neuronales y la 5-HT es
liberada en el terminal axénico. Este retraso entre que la 5-HT somatodendritica regula a la baja
los autorreceptores y activa los impulsos liberando més 5-HT explica por qué los ISRS no alivian
los sintomas inmediatamente, retrasando hasta 8 semanas sus efectos. Un ultimo paso, el
aumento en la liberacion de 5-HT desde los terminales axonicos desensibilizara a los receptores
postsinapticos lo que explica la desaparicion de los efectos secundarios de los ISRS cuando se
desarrolla tolerancia.

La complejidad de los ISRS viene dada por el aumento generalizado que provocan en
practicamente todas las vias serotoninérgicas y los distintos receptores, provocando tanto
acciones terapéuticas como acciones no deseadas. Parece que la via que conecta el rafe
mesencefalico con la corteza frontal explicaria su accion terapéutica antidepresiva, aunque no es
la tnica. Los efectos secundarios se relacionan con la estimulacion aguda de al menos cuatro
subtipos de receptores: SHT24, SHT2c, SHT3 Y SHT4. Los efectos secundarios son generalmente
agudos, empezando desde la primera dosis, de modo que para ellos bastaria el incremento agudo
de 5-HT en la sinapsis tras el bloqueo del transportador. Y por ello, cuando los receptores
postsinapticos se desensibilizan con el aumento de impulsos de 5-HT, los efectos secundarios
desaparecen. Ademads, los efectos secundarios también aparecen por la accion de la 5-HT sobre
receptores de otras areas del cerebro, areas de la médula y los intestinos. Por ejemplo, la
estimulacion de los receptores SHT24 en la médula puede inhibir los reflejos espinales del

orgasmo y la eyaculacion y provocar disfuncion sexual.
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Los efectos secundarios que mas a menudo interfieren con el resultado de la terapia con
ISRS son los efectos gastrointestinales y los que afectan al SNC, en particular: nauseas y diarrea,
dolor de cabeza, temblor nerviosismo, insomnio y disminucién de la libido. En la poblacion
geriatrica también se ha encontrado un aumento del riesgo de caidas y fracturas, lo que puede
mostrar efectos mas sutiles de los ISRS en el equilibrio y la resistencia dsea.

Para terminar, hay que considerar que los distintos antidepresivos que hemos citado,
aunque todos ellos actuen en la recaptacion compartiendo los mismos mecanismos de accion,
son claramente diferentes productos quimicos y, en particular para los pacientes, existen
importantes diferencias farmacologicas entre los distintos farmacos. Estas diferencias incluyen:
la semivida de eliminacion, los efectos en los sistemas de enzimas hepaticas (por ejemplo las
isoenzimas CYP450) que participan en el metabolismo de los farmacos, la magnitud de los
efectos sobre las monoaminas. Los pacientes individuales suelen reaccionar de forma muy
distinta frente a un ISRS que frente a otro, las diferencias entre ellos son percibidas por los
clinicos que prescriben los tratamientos a pacientes de uno en uno, ya que algunos pacientes
experimentan respuesta terapéutica o toleran un ISRS y no otro. Por estas razones los
antidepresivos no deben tratarse como medicamentos intercambiables, y la sustitucion de un

ISRS por otro durante el tratamiento puede ser problematico (Sporn y col., 2004).

D. Inhibidores selectivos de la recaptacién de NA (IRN)

La reboxetina es considerada como el primer antidepresivo IRN que es realmente selectivo,
es decir, que actla inhibiendo Unicamente la recaptacion de NA. Los ATC, descritos
anteriormente, también inhiben la recaptacion de NA pero ademas inciden sobre otros receptores
con una potencia semejante. La reboxetina puede tener una funcion muy importante como
complemento a los ISRS ya que proporciona una inhibicion noradrenérgica selectiva mayor, sin
los efectos secundarios de los ATC. El uso combinado puede ser muy importante dado que los
pacientes depresivos pueden mostrar una deficiencia de 5-HT y/o NA, por lo que quiza no
respondan a un tratamiento s6lo con ISRS o con IRN, y si pueden responder a una combinacion
de ambos. Como ejemplo, existen pacientes que, si bien responden a los ISRS, no muestran una
remision sintomatologica, la explicacion puede ser que su estado de animo ha mejorado por los
ISRS, pero hay sintomas porque todavia existe un déficit de NA.

Las indicaciones relativas al uso de reboxetina muestran una eficacia comparable a los
ISRS y ATC. Entre sus acciones terapéuticas se describen: mejora y potenciacion del
funcionamiento social (eliminando la apatia), mejora en casos de depresién grave que no

responda al tratamiento o como complemento, mejora la fatiga, el retraso psicomotor, y los
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déficits en atencion y concentracién, y es eficaz en trastornos ajenos a la depresion
caracterizados por deficiencias en la memoria de trabajo y en la velocidad de procesamiento de
la informacion. Estudios a corto y largo plazo han mostrado que la reboxetina tiene ventajas en la

mejora de la funcion social sobre los ISRS (Kasper y col., 2000; Ferguson y col., 2002).

E. Bloqueadores de la recaptacion de NA y de DA (IRND)

El bupropion es el agente prototipico de este grupo de antidepresivos. En si tiene débiles
propiedades en la recaptacion de la DA y la NA, sin embargo, es metabolizado a un metabolito
activo que no s6lo es un bloqueador de la recaptacion de NA muy potente, sino que, ademas, se
concentra en el cerebro. Puede resultar un antidepresivo util para los pacientes que no pueden
tolerar los efectos secundarios serotoninérgicos de los ISRS y para los pacientes cuya depresion
no responde a los ISRS. El bupropion raramente causa hipotension ortostatica, disfuncion sexual,
somnolencia o ganancia de peso, sus efectos secundarios mas comunes son dolor de cabeza,

insomnio, nauseas y nerviosismo (Sporn y col., 2004).

F. Inhibidores duales de la recaptacion de 5-HT y de NA (IRSN)

La clase de antidepresivos IRSN se compone de tres farmacos: venlafaxina, milnacipram y
duloxetina, que combinan las acciones tanto de los ISRS como de los IRN. Reciben el nombre de
“inhibidores duales de la recaptacion” porque poseen esta accion dual y, ademas, son selectivos
para ella. Otros antidepresivos como los ATC, también son inhibidores duales tanto de la
recaptacion de NA como de la 5-HT, pero no se les incluye en este grupo porque carecen de la
condicion de selectividad. Los tres IRSN inhiben a SERT y NAT pero muestran diferencias en
sus acciones La venlafaxina tiene una alta afinidad por el SERT pero no por NAT, por lo que a
dosis bajas podrian incluso funcionar como verdaderos ISRS. La duloxetina tiene una afinidad
casi semejante para SERT y NAT, pero sigue siendo mas selectiva para SERT, y el milnacipran
es el mas equilibrado y puede incluso ser un poco mas noradrenérgico que serotoninérgico. La
venlafaxina y la duloxetina, pero no el milnacipran, muestran, ademas, propiedades inhibidoras
de la recaptacion de DA, lo que puede llegar a ser relevante en dosis elevadas, especialmente
para la venlafaxina, con un grado de inhibicion de recaptacion de DA poco potente (Stahl y col.,
2005).

Se han llevado a cabo estudios en los que se han comparado los tres IRSN con uno o mas
de los ISRS, y sugieren que los niveles de eficacia de los tres IRSN son similares a nivel mundial
(Stahl y col., 2002; Thase y col., 2001). Respecto a la tolerabilidad de los IRSN a dosis

terapéuticas los tres son bien tolerados, la mayoria de los efectos adversos tienden a desaparecer
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con la continuidad del tratamiento, sin embargo, para obtener una eficacia superior a los ISRS se
necesitan dosis muy elevadas de venlafaxina que resulta en una menor tolerabilidad respecto a
los ISRS. Por ultimo, en general los ISRN son eficaces en el tratamiento de los sintomas de
tristeza y abatimiento pero también en la respuesta ansiosa presente en la depresion, de hecho la
venlafaxina de liberacion prolongada estd aprobada para el tratamiento de la ansiedad

generalizada.

G. Acciones duales serotoninérgicas y noradrenérgicas a través del antagonismo alfa 2

(NASSA)

La mirtazapina se define como un antidepresivo noradrenérgico y serotoninérgico
especifico (NASSA). Incrementa la neurotransmisién noradrenérgica y serotoninérgica por su
accion antagonista sobre los receptores alfa 2. Al bloquear autorreceptores alfa 2 presinapticos
las neuronas noradrenérgicas quedan desinhibidas en todos sus terminales axdnicos y, al mismo
tiempo, aumenta la liberacion de 5-HT a través de dos vias: una mediante la estimulacion de los
receptores alfa 1 serotoninérgicos somatodendriticos y otra por el bloqueo de los
heterorreceptores alfa 2 presindpticos en el terminal axénico. Ademéas la mirtazapina presenta
acciones adicionales mediante el bloqueo de los receptores de 5-HT 5-HT2a, 5-HT3 y 5-HTac y
los receptores de histamina H1.

Muestra una eficacia semejante a otros antidepresivos y puede tener un inicio mas rapido
de accion que los ISRS, posee buena tolerabilidad y el perfil de seguridad es muy elevado

(Marek y col., 2003).

H. Antagonistas 5-HT>4 e inhibidores de la recaptacién de serotonina (ASIR)

La nefazodona y la trazodona son los dos agentes caracteristicos de este grupo de
antidepresivos que destacan por ser potentes inhibidores de los receptores 5-HT»a de 5-HT.
Ambos bloquean también la recaptacion de 5-HT, aunque de una manera menos potente que los
antidepresivos triciclicos y los ISRS.

La nefazodona es el miembro prototipico, potente antagonista 5-HT,s, con acciones
secundarias como inhibidor de la recaptacion de 5-HT y NA. También bloquea los receptores
alfa 1, pero con leves consecuencias clinicas. Actia tanto presinapticamente, inhibiendo la
recaptacion de 5-HT, como postsinapticamente, bloqueando el receptor 5-HT»4, de modo que,
refuerza el antagonismo natural que existe entre 5-HT,o y 5-HTia. La estimulacién de los

receptores 5-HT»4 por la 5-HT reduce la estimulacion de los receptores 5-HT A, disminuyendo la
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neurotransmision serotoninérgica, pero si los receptores 5-HT,a son bloqueados por un
antagonista se pierde la influencia inhibidora normal sobre 5-HT;s y el flujo de impulsos
aumenta. A su vez, como inhibe la recaptacion de 5-HT los receptores 5-HTjs son mas
estimulados lo que puede constituir una parte muy importante de la nefazodona puesto que sin la
estimulacion de 5-HT4, el antagonismo 5-HT,a no tendria nada que potenciar. La combinacion
del agonismo 5-HT}4, por el bloqueo del transportador, y el antagonismo de 5-HT,4 fortalece la
sinergia de ambos receptores. De este modo incluye los beneficios de los ISRS pero al bloquear
otros receptores como 5-HT,,4 y 5-HT,c elimina efectos secundarios indeseables de estos, como
la agitacion o ansiedad, las disfunciones sexuales y el insomnio. La nefazodona también puede
ser util en el trastorno de panico, el trastorno de estrés postraumatico (TEP) y el trastorno de
ansiedad generalizada (TAG) (DeVane y col., 2002).

En la actualidad lo que se necesita es un antidepresivo que inicie su accion antes de las 2-8
semanas y que resulte eficaz en mas de cada dos tres pacientes. Tal eficacia deberia ser solida,
causando remision, no sélo la respuesta, manteniendo dicha remision durante periodos mas
largos de tiempo y en una mayor proporcion de pacientes que los antidepresivos actuales. A
continuacion se ofrece una muestra de otros posibles antidepresivos, algunos de ellos todavia en

fases de desarrollo, y combinaciones de firmacos para pacientes resistentes al tratamiento.

I.  Agonistas y Antagonistas SHTa

La buspirona, agonista parcial del receptor 5-HTa, cuyo principal uso se da en el TAG, se
utiliza como un potenciador en la depresion resistente al tratamiento. Si en la depresion la 5-HT
es baja o estd practicamente agotada en las neuronas no se liberard la suficiente para que los
ISRS puedan bloquear su recaptacion. Asi, en teoria, habra una desensibilizacion insuficiente en
los autorreceptores 5-HT;a somatodendriticos. A diferencia de los ISRS, cuyas acciones
dependen totalmente de la liberacion endogena de 5-HT, la buspirona no depende de los niveles
de 5-HT debido a que ejerce acciones directas sobre los receptores 5-HT ;4. La buspirona actua

sinérgicamente con los ISRS (Blier y Ward, 2003).

El pindolol, un antagonista de los receptores presinapticos somatodendriticos SHT;s ha
demostrado, en numerosos estudios clinicos ser un acelerador de la respuesta antidepresiva y

potenciador de una respuesta insuficiente a los ISRS (Whale y col., 2010)
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J. Sistemas de Segundo mensajero

El rolipram es el farmaco mas destacado. Actua modificando la traduccion de sefiales
intracelulares mediante el bloqueo de la enzima fosfodiesterasa 4, encargada de la degradacion
del AMPc, incrementando el segundo mensajero adenosina monofosfato ciclico (AMP;). Se han
realizado diversos ensayos, pero su uso se ha limitado debidoa sus efectos secundarios (Norman

y col., 1992; Zhang y col., 2002).

K. Estabilizadores del estado de animo

El litio es uno de los estabilizadores de animo mds antiguo y mas estudiados como posible
complemento en el tratamiento de la depresion, principalmente en aquellos cuadros de depresion
que no responden a los tratamientos habituales, en casos de depresion severa con recurrencia de
episodios y en el tratamiento y prevencion de episodios de depresion con trastorno bipolar
(Katona y col., 1995; Cappiello y col., 1998; Bauer y col., 2000). Dentro de los tratamientos
complementarios en la depresion, el litio es el que produce mayores tasas de remision, resultando
efectivo en el 60 % de los pacientes, aunque que muchos otros no pueden tolerarlo debido a sus
numerosos efectos secundarios.

Las benzodiazepinas aumentan la eficacia de los antidepresivos consiguiendo menos
abandono y reduciendo la gravedad de los sintomas depresivos en las primeras semanas de
tratamiento. Su beneficio parece deberse a que eviten la incidencia de efectos secundarios
relacionados con la ansiedad durante las primeras del tratamiento, aunque también se ha
relacionado con la funcion baja del acido y-aminobutirico en la depresion (Shiah y Yatham,
1998).

El uso de antipsicoticos atipicos en el tratamiento de la depresion, se basa en que estas
farmacos tienen la capacidad de estimular la neurotransmisiéon monoaminérgica, por ejemplo,
por medio del antagonismo sobre los receptores 5-HT, incrementando indirectamente la
liberacion de dopamina y noradrenalinael, o mediante el bloqueo sobre el receptor 5-HT,a
mejorando la sintomatologia ansiosa, el estado de &nimo y el suefio. La combinaciéon de
antidepresivos y antipsicoticos atipicos, han mostrado tener efectos antidepresivos que no habian
sido observados con cada farmaco por separado, existen estudios que apoyan la eficacia de la
Olanzapina (Shelton y col., 2001), la Risperidona (Shelton y Stahl, 2004) y la Quetiapina (Post y
Calabrese, 2004), principalmente en depresiones bipolares asi como otros trabajos realizados con
depresiones unipolares (Carson y col., 2004).

Por 1ltimo, se han encontrado indicios de eficacia con agentes anticonvulsivos en el

tratamiento de la fase aguda de la mania, el dcido valproico es el ejemplo mas representativo. Se

48



Introduccion

cree que actiia inhibiendo la funcioén de los canales de sodio y/o calcio, estimulando la accion
inhibidora del 4cido gamma-aminobutirico (GABA) y reduciendo la accién excitadora del

glutamato.

L. Combinaciones farmacoldgicas

La depresion mayor es con mucha frecuencia una enfermedad cronica que requiere de
varias fases de tratamiento para obtener una remision completa de los sintomas. Como sefialan
varios estudios (Crismon y col., 1999; Fava y col., 2003; Rush y col., 2004) en la mayor parte de
los casos es necesario cambiar el denominado agente de primera linea (ISRS, IRND, IRN
ASIR), que actiia mediante un solo mecanismo neurotransmisor, por agentes Unicos que actuan
mediante multiples mecanismos neurotransmisores (IRSN, antagonista alfa 2, IMAO, ATC) o
afiadir un segundo farmaco (bupropion, buspirona, agonistas de la dopamina) para aumentar la

eficacia del tratamiento (Trivedi, 2009).

Accién unica Accion dual no SHT + NE Accion dual SHT + NE
ISRS (Fluoxetina, ASIR (Nefazodona) IRSN (Venlafaxina)
Citalopram) IRND (Bupropion) IMAO
IRN selectivo ATC
(Reboxetina) Antagonista alfa 2 (Mirtazapina)

Monoterapias antidepresivas (adaptado de Stahl y col., 2002)

Monoterapia de

) ) ISRS IRND IRN ASIR
neurotransmisor Ginico
Monoterapia de Antagonista
IRSN IMAO ATC
neurotransmisor multiple alfa 2

Agente de 1* linea + Estabilizadores del estado de
Combinado clésico

animo
Combinado 5HTa Agente de 1* linea + Buspirona
Combinado cauteloso ATC + IMAO
Combinado insomnio/ Agente de 1% linea + Sedantes (zaleplon) /
ansiedad Benzodiazepina
Combinado tiroideo Agente de 1? linea + T3/T4

Combinados unipolares (adaptado de Stahl y col., 2002)
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Tratamiento Ventajas Desventajas
Inhibidores de la Mayor eficacia sobre todo en Rieseo de dependencia
recaptacion de 5-HT, NA  la anhedonia y disminucion de & depe ’

. -, abuso y psicosis
vy DA la disfuncion sexual
Antagonistas duales
inhibidores de la

recaptacion de
monoaminas (IRS y/o
IRN)

y antagonistas alfa 2-AR
noradrenérgicos

IRS y antagonista H3

IRS y facilitador del
receptor AMPA

IRS y antagonista NK;

IRS y antagonista GR/
CRF,

Agomelatonina con
agonistas 5-HT>c

Inhibidor de la
glucogeno sintasa cinasa
- 3(GSC-3)

Agonistas de receptores
de NPY

Antagonistas SHT>4 o
SHT>c

ISRS + agonista parcial
SHT 4

Estimuladores BDNF
(Factor neurotrofico
derivado del cerebro)

Mayor eficacia, inicio mas
rapido, mejora de la funcion
cognitiva y sexual

Mejora de la funcion cognitiva
y menor riesgo de la obesidad
Mayor eficacia, mayor
recuperacion neuronal, mejora
de la cognicion y del suefio
Mayor eficacia, inicio mas
rapido, control de los sintomas
somaticos (nauseas y dolor) y
de la ansiedad.

Propiedades ansioliticas y
mejores resultados en
depresion con sintomas
psicoticos

Mejora de los trastornos del
suefio, tolerancia en los
términos de efectos
secundarios sexuales, y falta
de sintomas de abstinencia
después de la interrupcion
brusca del tratamiento

Mayor eficacia y recuperacion
neuronal

Propiedades ansioliticas,
regula la respuesta al estrés
Mejora la funcion sexual y el
suefio y frena la respuesta de
estrés mediada por el eje HPA

Potenciacion ISRS

Revertir y prevenir los efectos
del estrés en el hipocampo

Aumento de la presion
arterial, riesgos coronarios

Empobrecimiento del
suefio

Neurotoxicidad

Sin determinar (menor
que para los ISRS)

Bloqueo excesivo de las
acciones favorables de los
glucocorticoides/eje HPA

Pocos efectos adversos y
leves mareos

Efectos generales sobre el
sistema nervioso central y
periférico

Menores que para los
ISRS

Nuevos antidepresivos en desarrollo (obtenido de Nestler 2008; Millan, 2009)
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2.1.4. Terapias no farmacoldgicas

A. Estimulacién Magnética Transcraneal (EMT)

La EMT es una técnica no invasiva, segura e indolora que permite modificar la
excitabilidad y funcion cortical generando cambios fisiopatoldgicos claros. Actualmente se
cuenta con suficiente evidencia que acredita que la EMT a altas y bajas frecuencias aplicadas
sobre la corteza prefrontal derecha e izquierda, genera efectos antidepresivos eficazmente y
también se ha estudiado la eficacia sobre otras patologias como la mania, esquizofrenia, TOC y
estrés postraumatico. En cuanto a sus efectos negativos, existen algunos casos de episodios
maniacos e hipomaniacos en pacientes depresivos y bipolares luego de recibir EMTr (repetida) a
alta frecuencia. También se ha observado la presencia de psicosis en pacientes depresivos no
psicoticos. En todos los casos, la incidencia es baja, los sintomas son transitorios y reversibles

tras la suspension de la estimulacion o con tratamiento farmacologico (Loo y Mitchell, 2005).

B. Terapia Electroconvulsiva (TEC)

La TEC generalmente se considera el tratamiento mas efectivo para la depresion grave, y
puede ser particularmente eficaz para los pacientes con sintomas melancélicos y depresion
refractaria. La TEC no tiene eficacia a largo plazo, con una tasa de recaida que supera el 50% al
ano tras el cese del tratamiento. Como tal, la APA recomienda la terapia con antidepresivos
durante el periodo posterior a la terapia electroconvulsiva. Las reacciones adversas comunes
asociadas con TEC incluyen confusion temporal, pérdida de memoria y dolor de cabeza

(Sonawalla y Fava, 2001).

C. Estimulacién Craneal Profunda (ECP)

La colocacion de electrodos de estimulacion en el SNC resulta una técnica eficaz para el
tratamiento de la depresion grave y refractaria, a pesar de que de es un campo en desarrollo.
Puede estar indicada para algunos pacientes con depresion grave por presencia de sintomas
psicoticos o riesgo de suicidio o pacientes cuya depresion ha demostrado ser resistente al
tratamiento farmacoldgico y los que no pueden tolerar la farmacoterapia. Es considerada la
intervencion aguda mas eficaz para la depresion grave, aunque la tasa de recaidas asociadas es
alta y la administracién es compleja en relacion con tratamientos farmacoldgicos estandar

(Greenberg y Rezai, 2003).
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D. Tratamientos Psicoterapéuticos

El uso de estrategias psicoterapéuticas conforman junto con el tratamiento farmacolégico
las dos herramientas fundamentales de intervencion en el tratamiento de los trastornos del estado
de animo. Historicamente, los antidepresivos han sido considerados el estdndar en el tratamiento
ganando terreno a la psicoterapia, sobre todo en los ultimos afios con la reduccion de los
problemas asociados a los medicamentos. Sin embargo, no todo el mundo responde a los
medicamentos y no hay evidencia de que estos sean capaces de reducir, de manera significativa,
el riesgo de recaidas y recurrencia (Cuijpers y col., 2008a). La psicoterapia resulta ser, al menos,
igual de eficaz que el tratamiento farmacoldgico en depresiones leves a moderadas. En los casos
severos, la combinacién de ambos tratamientos es considerado como el tratamiento de eleccion
(de Matt y col., 2007). Ademas, parece haber evidencias que destacan los efectos duraderos de la
psicoterapia, que reducirian el riesgo posterior de forma que los medicamentos no pueden. Por
ultimo, las tasas de abandono son menores en las intervenciones psicoldgicas en comparacion
con los tratamientos farmacologicos. Respecto a la psicoterapia, aun no esta claro si todas las
psicoterapias (terapia cognitivo-conductual, terapia de conducta, tratamiento psicodinamico,
técnica de solucion de problemas, psicoterapia interpersonal y terapia psicosocial) son
igualmente eficaces, pero no parece haber ninguna indicacién de que una de estas terapias sea

mas eficaz, con la excepcion de la Psicoterapia Interpersonal (PI) (Cuijpers y col., 2008b).
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3. La Serotonina

Hace ya casi un siglo, algunos fisidlogos dedicados al estudio de los mamiferos
encontraron un material vasoconstrictor en el suero sanguineo. Al coagularse la sangre, en el
suero resultante habia factores que inducian la vasoconstriccion, resultado de la contraccion del
musculo liso que rodea los vasos sanguineos. Unos afios mas tarde, alrededor del cambio de siglo
se identificaron las plaquetas como la fuente de esta sustancia y en 1948 el grupo de Rapport
consiguid aislar esta sustancia a la que dieron el nombre de serotonina, que identificaron como 5-
hidroxitriptamina (5-HT) (Hoyer y col., 1994).

En la actualidad se sabe que la 5-HT es una sustancia perteneciente a las aminas biégenas
que actlia como neurotransmisor y neuromodulador, cumpliendo un papel importante en el
estado de animo, la ansiedad, el suefio, y que se distribuye por todo el organismo ejerciendo
multiples funciones. Esta presente en vertebrados, en tejidos de algunos invertebrados, e incluso
en plantas, localizdndose en el caso de los mamiferos, en un 90% en el sistema enterocromafin
del tracto gastrointestinal y el resto en plaquetas (8-9%) y en neuronas triptaminérgicas del
sistema nervioso central y el sistema nervioso entérico (1-2%) (Frazer y Hensler, 1990). Hasta
1953, no se descubriria la presencia de 5-HT en el cerebro (Twarog y Page, 1953) y su
descubrimiento como neurotransmisor llegd en la década de los 80. Se trata de un
neurotransmisor tipo I, siguiendo la clasificacion de Tohyama (1992), caracterizado por su
aparicion en el SNC en fases anteriores al nacimiento que aumenta y se distribuye durante el
desarrollo hasta la adolescencia y que alcanza un nivel estable de expresion en la adultez (Frazer

y Hensler, 1990).

3.1. Relacion anatomica

Como mencionamos en el apartado anterior, la mucosa intestinal, asi como, la glandula
pineal son los tejidos con mas alta concentracion de 5-HT en el organismo de los mamiferos. En
el SNC las neuronas que contienen 5-HT se concentran en la linea media de la protuberancia y el
bulbo, especialmente en los nucleos dorsal y medial del rafe y, en menor medida, en el locus
coeruleus, el 4rea postrema y el 4rea interpenducular, de donde emergen proyecciones caudales y
ventrales. Los niicleos del rafe son un conjunto de neuronas distribuidas en nueve grupos (Bl a
B9), localizados a lo largo de toda la longitud del tronco encefalico, centrado alrededor de la
formacion reticular. Los axones de las neuronas de los nucleos del rafe terminan en la corteza

frontal, aumentando el tono del estado de 4nimo, en los ganglios basales (alteraciones en esta
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conexion podrian estar relacionados con los movimientos estereotipados caracteristicos de la
compulsién), en las dreas limbicas (asociado con procesos de ansiedad), en el hipotalamo
(relacionado con las alteraciones en la ingesta de comida como anorexia, bulimia y pérdida de
peso sin hacer régimen), en la formacion reticular (relacionado con el control del suefio), en la
médula espinal (relacionado con la ausencia de placer sexual en la depresion frente a la conducta
sexual excesiva en el trastorno bipolar, control de los orgasmos y la eyaculacion,) y en la
amigdala, encargada de la formacion y almacenamiento de memorias asociadas a sucesos
emocionales y modulacion de la memoria (Sheline y col., 2001). En resumen, en las
proyecciones hacia las astas dorsales de la médula espinal, la 5-HT estd involucrada en la
percepcion del dolor, vasoconstriccion del musculo liso, agregacion plaquetaria, peristaltismo
intestinal, contraccién urinaria y broncoconstriccion y a través de las proyecciones ventrales
hacia los ganglios basales, glandula pineal, sistema limbico y cortex cerebral, la 5S-HT modula
funciones neuroendocrinas, cognitivas y afectivas dentro de las cuales se encuentran la
regulacion del afecto, el sueflo, el apetito, la funcién sexual y el control motor.

Es importante tener en cuenta que, la asociacion con los nucleos del rafe no es exacta, ni
todas las neuronas serotoninérgicas del encéfalo se localizan en nucleos del rafe ni todas las

neuronas de dichos nucleos producen 5-HT (Frazer y Hensler, 1990).

3.2. Estructura

La 5-HT presenta unas caracteristicas moleculares muy interesantes, posee la combinacion
de un grupo hidroxilo en la posicion 5 del nucleo indol y una amina nitrogenada primaria que
actia como aceptador de un potréon a pH fisiologico. Ello hace a la 5-HT una sustancia
hidrofilica y como tal, no traspasa la barrera hematoencefalica facilmente. En consecuencia su
descubrimiento indicoé que la 5-HT estaba siendo sintetizada en el propio cerebro, sin embargo
no todas las células que contienen 5-HT la sintetizan. Por ejemplo, las plaquetas no sintetizan 5-
HT sino que acumulan la 5-HT del plasma por un mecanismo de transporte activo que se

encuentra en la membrana de las plaquetas.

3.3.  Sintesis, almacenamiento y liberaciéon

La 5-HT es sintetizada fundamentalmente en dos zonas: a nivel central en los nucleos
localizados en el tallo cerebral, y a nivel periférico en las células enterocromafines intestinales y
en células serotoninérgicas del plexo mientérico. En el cuerpo, la 5-HT es sintetizada desde el

aminoacido triptéfano en una via metabdlica corta que involucra dos enzimas: triptofano-5-
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hidroxilasa (TPH) y una L-aminoacido aromatico descarboxilasa (DDC). La reaccion mediada
por TPH es una etapa limitante en la via. Se han observado dos isoformas de la TPH: la TPH1,
localizada en varios tejidos (Nakamura y Hasegawa, 2007) y la TPH2, que es una isoforma
cerebro-especifica, (Zhang y col., 2004). Hay evidencia de polimorfismos genéticos en ambos
tipos que influyen en la susceptibilidad a la ansiedad y la depresion y existen indicios de que las
hormonas ovaricas pueden afectar la expresion de la TPH en varias especies, sugiriendo un
posible mecanismo para la depresion post-parto y el sindrome de premenstrual (Anttila y col.,
2009).

La 5-HT ingerida por via oral no pasa a las vias serotoninérgicas del SNC porque ésta no
cruza la barrera hematoencefalica, pero si el triptofano y su metabolito 5-hidroxitriptofano (5-
HTP) mediante los cuales la 5-HT es sintetizada. Estos agentes cruzan dicha barrera, estan
disponibles como suplementos dietarios y pueden ser agentes serotoninérgicos efectivos.
Aproximadamente el 2% del triptofano presente en la dieta se utiliza para la sintesis de 5-HT.
Una vez sintetizada, la 5-HT pasa a la sangre donde es captada por las plaquetas, el transporte de
la 5-HT al interior de las plaquetas se encuentra regulado por el Ca2" intracelular. La 5-HT podra
entonces funcionar como una hormona local y como un neurotransmisor al estar localizada tanto
en las células enterocromafines de la mucosa intestinal como en las neuronas del sistema
nervioso (Jorgensen, 2007). Sin embargo, su biodisponibilidad no depende exclusivamente de la
“nueva” molécula sintetizada, sino que, también, existen mecanismos de recaptacion de 5-HT en
las células que la secretan. Los Iugares de recaptacion de 5-HT se encuentran en las terminales
nerviosas, especialmente del SNC, y en diversas células especializadas como son las plaquetas y
los enterocitos. La 5-HT estd almacenada en las vesiculas de los terminales presinapticos y solo
se encuentra libre en el citoplasma entre un 10 6 20% como reserva funcional. El mecanismo de

recaptacion es llevado a cabo mediante un transporte activo secundario especifico para este fin.

La liberacion de 5-HT desde la mucosa intestinal, esta regulada por la actividad neural y
humoral sobre las células enterocromafines, estas células parecen estar dotadas de diferentes
receptores inhibitorios ay-adrenérgicos, gamma aminobutiricos, histaminérgicos H3 y 5-HT4, y
receptores estimuladores B-adrenorreceptores, receptores muscarinicos, nicotinicos y 5-HT;
(Chen y col., 1997). La liberacion tiene lugar por un proceso de exocitosis, inducido por
despolarizacion de la membrana dependiente de Ca?’, que estimula la fusion de las vesiculas con
la membrana plasmatica. La actividad de la 5-HT en la sinapsis finaliza principalmente debido a
procesos de recaptacion, mediante SERT. El proceso de recaptacion de 5-HT es saturable, posee

una gran afinidad por la 5-HT, es dependiente de Na" y CI' y precisa de energia metabélica. Esta
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energia metabolica se utiliza para mantener un gradiente de Ca®" del cual es dependiente el

funcionamiento de SERT, proporcionando la fuerza requerida para el transporte.

3.4. Metabolismo

El metabolismo de la 5-HT es objeto de dos reacciones de conjugacion para facilitar su
excrecion. La principal via metabdlica es la desaminacion oxidativa por la MAO, dando origen a
su principal metabolito inactivo, el acido 5-hidroxi-indolacetaldehido. Este producto a
continuacion es oxidado por la enzima aldehido deshidrogenasa dependiente de glicerol 3-fosfato
deshidrogenasa (NAD"), obteniéndose 5-HIAA como producto final. Todos estos enzimas son
moléculas intracelulares, lo cual confirma que la 5-HT es previamente captada por las células
para proceder a su inactivacion (Iversen, 2000). Existen dos isoformas de la MAO, MAO-A y
MAO-B, integradas en la membrana mitocondrial externa, en neuronas, glia y otras células. La
MAO-A tiene mayor afinidad por la 5-HT, y curiosamente, la forma de MAO expresada de
forma predominante en las neuronas serotoninérgicas es la MAO-B. Probablemente esto explica
porque la 5-HT no empieza a sufrir desaminacién a menos que la cantidad de ésta en la célula
sea elevada, lo cual, ademas, posiblemente sea necesario para la acumulacién de 5-HT en las

vesiculas.

3.5. Receptores de 5-HT

La 5-HT presenta una gran diversidad de efectos que son mediados por su union a diversos
receptores especificos de membrana. Tanto la 5-HT como sus receptores estan presentes en el
SNC y SNP, asi como en numerosos tejidos no neuronales del intestino, sistema cardiovascular y
células sanguineas.

Hasta el momento, se han identificado hasta siete miembros dentro de la familia de
receptores de 5-HT (5-HT,- 5-HT5) y diversos subtipos incluidos en algunos de estos miembros.
Ello ha conducido a la descripcién y caracterizaciéon de un total de hasta 16 tipos diferentes
(Barnes y Sharp, 2008; Millan y col., 2008). Todos ellos son receptores metabotropicos,
acoplados a proteinas G, con la excepcion de los receptores 5-HTs, que son ionotropicos,
actuando a través de los mecanismos de los canales i6nicos. Actuan principalmente por medio de
la activacion de sistemas de segundos mensajeros: los receptores 5-HT; y 5-HT's estan asociados
a la estimulacion de la actividad de la AC; los receptores 5-HT, producen la hidrélisis del
fosfatidilinositol 4,5 bifosfato (PIP2) de la membrana y aumentan la concentracion de Ca"
intracelular; los receptores 5-HT; incrementan la afluencia de Na" y Ca*"; y los receptores 5-
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HT,4, 5-HTs y 5-HT7 aumentan la actividad del AMPc. Ademas, de esta clasificacion tradicional
de los receptores de 5-HT, parece evidente que la localizaciéon subcelular, la distribucion
dindmica de la membrana plasmatica y el acoplamiento de los receptores son regulados por
lipidos y proteinas asociadas en microdominios de membrana, denominados balsas lipidicas
(Bjork y col., 2010).

Los receptores 5-HT; comprenden 5 subtipos: 5-HT;s, 5-HT;g, 5-HTp, 5-HTg, 5-HT ¢
(Barnes y Sharp, 1999). Se encuentra en regiones limbicas y estan implicados en la ansiedad y
control del estado afectivo (Sullivan y col., 2005; Lanzemberger y col., 2007). Los receptores 5-
HT4 son los primeros receptores de 5-HT que fueron secuenciados (Albert y col., 1990). Se
localizan principalmente en los cuerpos neuronales, pudiendo ser tanto presinapticos, regulando
la fuerza de disparo de las neuronas serotoninérgicas, como postsinapticos, ejerciendo una
funcion primordialmente inhibitoria. Los receptores 5-HT 4 estan implicados en numerosos
efectos psicologicos y conductuales, su regulacion por agonistas como la buspirona o la
gespirona se emplea en el tratamiento de la ansiedad y la depresion. Tras el tratamiento con
antidepresivos ISRS el aumento de 5-HT s extracelular, causado por el bloqueo del transportador
SERT, provoca una disminucion en la liberacion de 5-HT vesicular debido a la activacion de un
mecanismo de feedback negativo facilitado por los receptores 5-HT;s presinapticos. Sin
embargo, no se observa una reduccion en los sitios de union al receptor, una posible explicacion
que se ha planteado es que quiza la desensibilizacion ocurre a nivel del factor de proteina G
acoplado, lo que estaria alterado seria la via de sefializacion de la 5-HT y no el receptor concreto
(Kelly y col., 1997). Los receptores 5-HT ) parecen actuar como autorreceptores terminales, de
modo que su activacion produce un aumento significativo de los niveles de 5-HT mediado por
SERT, sin la implicacion de 5-HT 4. Los receptores 5-HTp parecen ser autorreceptores del rafe
implicados en la autoinhibicion (Pifieyro y Blier, 1996; Davidson y Stamford, 2000) y los
receptores 5-HT gy 5-HTjr, a pesar de haberse descrito su localizacion (Leonhardt y col., 1989),
su secuencia de acido ribonucleico mensajero (ARNm) (Levy y col., 1994) y sus caracteristicas
farmacologicas (Meneses, 1997), no se han encontrado evidencias claras de la funcion que
realizan, pero se cree que estan implicados en el aprendizaje y la memoria (Bai y col., 2004).

El grupo de receptores SHT, se compone de tres subtipos diferentes: SHT2s, SHT2p ¥y
SHT,c. Estos receptores han sido localizados tanto en el SNC como en el SNP (Leysen, 2004).
En el SNC se ha demostrado su presencia en la corteza cerebral, los ganglios basales, el
hipocampo, el talamo, el cerebelo y el hipotalamo. El receptor 5-HT;a se encuentra ampliamente
distribuido en el cerebro, especialmente en las neuronas piramidales glutamatérgicas de la

corteza y del hipocampo, asi como, en las interneuronas GABAérgicas, mediando en la
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regulaciéon inhibitoria de la actividad neuronal. También, ha sido localizado en el nucleo
accumbens, la sustancia negra y en el area tegmental ventral (Roth y col., 1998). El receptor 5-
HT>c se concentra sobre todo en el plexo coroideo y su presencia es mas moderada y el receptor
5-HTy es escaso en el cerebro. Los receptores SHT,a y 5SHTyc se consideran receptores
serotoninérgicos postsinapticos especialmente importantes, ya que estan implicados en las
diversas acciones fisiologicas de la 5-HT en varias vias serotoninérgicas del SNC (Serretti y col.,
2004). Los receptores SHT, son, todos ellos, miembros de la superfamilia de receptores
acoplados a proteina G (GPCR). La activacion de estos tres receptores, a través de la proteina
Gq, produce una activacion de los enzima fosfolipasa C y fosfolipasa A que, a su vez,
incrementan la tasa de degradacion del inositol bifosfato (IP;), que se convierte en diaglicerol
(DAG) e inositol trifosfato (IP;). Los segundos mensajeros DAG e IP; provocan el
desplazamiento de la proteina cinasa G (PKG) y la apertura de los canales de Ca®’,
respectivamente. El desplazamiento de la PKG fosforila canales idnicos y proteinas contractiles
y el incremento de la concentraciéon de Ca®” intracelular provoca la contraccion del miisculo liso,
el aumento de la secrecion de glandulas exocrinas, aumento de la liberacion de hormonas y
aumento de la fuerza y contraccion del corazon (Dwivedi y col., 1998). Estos receptores son
dianas principales para una amplia variedad de fairmacos que van desde los antipsicoticos, los
antidepresivos y los antihistaminicos, con accion antagonista 5-HT,, hasta los alucindgenos
como la dietilamida del acido d-lisérgico (LSD), los derivados metil- indol-etilamina, los
sustitutos metoxi-sustituto-fenilamina propanes y los compuestos que inducen ataques de panico
(por ejemplo, el agonista no selectivo del receptor serotoninérgico m-CPP, m-
clorofenilpiperazina), que poseen accion agonista. La unioén de estos compuestos a los receptores
5-HT, desencadena procesos que regulan su sensibilidad. Las teorias clasicas sobre la regulacion
de los receptores 5-HT, predicen que el bloqueo a largo plazo de estimulaciéon agonista provoca
la regulacion al alza e hipersensibilizacion de los receptores. Por el contrario, la activacion
persistente del receptor conduce a una disminucion de la capacidad de respuesta del receptor
(Van Oekelen y col., 2003). Los mecanismos de regulacion de los receptores 5-HTza y 5-HTac
han generado un creciente interés, sobre todo, a partir de que algunos estudios mostraran que los
farmacos antidepresivos regulaban a la baja los receptores B-adrenérgico, a-adrenérgicos y los
receptores serotoninérgicos. Estos receptores no se ajustarian a los mecanismos clasicos de
regulacion, pues parecen disminuir su capacidad de respuesta ante la estimulacién cronica con
agonistas, pero también (y paraddjicamente) tras el tratamiento crénico con antidepresivos,

antipsicéticos y otros antagonistas (Van Oekelen y col., 2003).
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El subtipo 5SHT;a ha sido el mas estudiado ya que su funcion es esencial para muchos
procesos fisioldgicos incluyendo la agregacion plaquetaria (Gomez-Gil y col., 2000), la
contraccion del musculo liso (Hoyer y col., 1986) y la modulacion del estado de 4nimo y la
percepcion (Manji y Duman, 2001; Nestler y col., 2002; Coyle y Duman, 2003). Un gran numero
de farmacos median sus acciones modulando el nimero y/o la actividad de los receptores 5-HT,4
y sus acciones sobre ellos se utilizan en el tratamiento de muchos trastornos, incluyendo la
esquizofrenia, la depresion, y los trastornos de ansiedad (Meltzer y col., 2003).

La exposicion del receptor 5-HT,a a agonistas conduce a su desensibilizacién, a la
disminucién de su capacidad de respuesta. Varios son los estudios que han demostrado que la
activacion prolongada, tanto in vitro como in vivo del receptor SHT,4 conduce a la disminucion
de su capacidad de respuesta funcional (Van Oeckelen y col.,, 2003). El mecanismo de
desensibilizacion de los receptores 5-HT,4 estd mediado por PKG, determinado por dos tipos de
proteinas, las GRKs (proteinas G acopladas al receptor cinasa) y las arrestinas, que intervienen
fisicamente en el acoplamiento del receptor fosfolirado y la proteina G, frenando de esta manera
la sefial. La desensibilizacion también puede ser mediada por la fosforilacion de cinasas de
segundos mensajeros como la proteina cinasa A (PKA) y C (PKC) o la cinasa dependiente de
Ca*'/calmodulina (CaMK). En plaquetas, por ejemplo, se ha observado que un inhibidor
selectivo de la PKC puede atenuar la desensibilizacion agonista-dependiente del receptor 5-HT2a
(Kagaya y col., 1990). Ademas de la fosforilacion, otro componente de la desensibilizacion de
los receptores 5-HT,n es la internalizacion, los receptores activados por agonistas son
secuestrados de la superficie de la membrana plasmatica a un compartimento intracelular distinto
asociado a la membrana. Por ejemplo, en estudios in vitro se ha observado que los receptores 5-
HT>4 sufren una répida internalizacion en endosomas tras la exposicion a un agonista a través de
vesiculas recubiertas de clatrina. Sin embargo, también se ha observado que en las células HEK-
293 (células embrionarias humanas de rifion) el receptor 5-HT,» no necesariamente sufre una
internalizacion, la inhibicion de la internalizacion del receptor 5-HT,4 en las células HEK-293 da
Iugar a un aumento de la resensibilizacion que sugiere que existen nuevas formas de regulacion
de este receptor en tipos especificos de células (Gray y col., 2001; Gray y Roth, 2001). En
general los estudios in vivo han demostrado que los receptores 5-HT»4 son regulados a la baja
tras una activacion agonista prolongada, pero en los estudios in vitro se ha observado que la
exposicion ante un agonista puede inducir la regulacion a la baja, la regulacion al alza o ningin
cambio en la densidad de receptores 5-HT,4. Parece que el ambiente o “fondo” celular en el que
se expresa el receptor determina su regulacion, variando en funcion del sistema de expresion

heter6logo utilizado y, curiosamente, difiere en ambos sistemas de expresion homologa y
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heterologa. Lo que indica que los mecanismos de desensibilizacion de los receptores 5-HTaa
pueden ser distintos de los que participan en la regulaciéon a la baja y la internalizacion
(Grotewiel y Sanders-Bush, 1994).

Respecto a la regulacion de los receptores 5-HT;a por antagonistas, los estudios in vivo han
mostrado que los cambios adaptativos de los receptores después de la administracion de
antagonistas 5-HT,4 son diferentes de las de otros sistemas de receptores, es decir, no se produce
el aumento en la densidad de los receptores como cabria esperar, sino que, la administracion
cronica de compuestos con accion antagonista 5-HT»4 conducen a una reduccion de los niveles
del receptor (es decir, la Bmax o capacidad maxima de unién del receptor se reduce). En
cambio, en los estudios in vitro los resultados no son tan consistentes, en ellos se ha visto que la
regulacion del receptor 5-HT,4 por el antagonista puede variar dependiendo del antagonista
utilizado, de la linea celular huésped y de la especie del receptor. De hecho, se ha observado que
la Bmax del receptor 5-HT»s en algunos casos disminuye, en otros aumenta, e incluso, no
cambia tras la exposicion a un antagonista. La explicaciéon que se ha dado es que in vitro, los
efectos de la exposicion antagonista cronica sobre los receptores 5-HT»4 depende del sistema de
modelo celular (Grotewiel y Sanders-Bush, 1994). A pesar de que, la regulacién antagonista de
los receptores 5-HT,4 sigue siendo poco conocida, algunos estudios interesantes como los de van
Ockelen sugieren que la reduccion observada en los receptores tras el tratamiento cronico con
antagonistas es realmente una regulacion a la baja y no una simple disminuciéon del niimero de
lugares de union al receptor. Segun este autor seria el proceso de internalizacion de los
receptores inducida por el antagonista el mecanismo que causa la paradojica regulacion a la baja
de los receptores 5-HT,4 por antagonistas.

En depresion, los inhibidores de la MAO bloquean la degradacion de la 5-HT disponible
en la sinapsis, dando lugar a un incremento de neurotransmisor en la sinapsis y, como
consecuencia del bloqueo de larga duracion de la MAO, los receptores se desensibilizan o se
regulan a la baja. Por su parte, los ISRS bloquean la bomba de recaptacion de 5-HT provocando
que, de manera similar a lo que ocurre con los IMAO, haya mas neurotransmisor disponible y los
receptores se regulen a la baja. El mecanismo subyacente de los ISRS e IMAO podria ser la
desensibilizacion provocada por el agonista debido al aumento en los niveles de 5-HT sin4ptica,
sin embargo, se han obtenido algunos efectos controvertidos con los ISRS como, por ejemplo, la
regulacion al alza de los receptores 5-HT»a tras el tratamiento con citalopram, fluoxetina y
paroxetina (Peroutka y Snyder, 1980; Stolz y col., 1983; Koshikawa y col., 1989; Cadogan y
col., 1993; Hrdina y Vu, 1993; Goodnough y Baker, 1994; Klimek y col., 1994; Laakso y col.,
1996; Bakish y col., 1997; Li y col., 1997). Los antidepresivos con actividad antagonista del
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receptor 5-HT,a como los ATC provocan una regulacion (atipica) a la baja de estos receptores y,
ademads, existen evidencias de que el tratamiento cronico en ratas con antidepresivos causa la
regulacion a la baja de los receptores 5-HT»4 corticales, por ello se ha planteado la hipdtesis de
que estos receptores, realmente, pueden estar involucrados en la patologia de la enfermedad
depresiva (Willins y col., 1998). En primer lugar, porque la regulacion a la baja de los receptores
es independiente de los cambios en la disponibilidad de 5-HT y las lesiones en los terminales
serotoninérgicos provocadas por neurotoxinas no impiden la regulacién a la baja de los
receptores 5-HT,o por antidepresivos y, en segundo lugar, porque los antidepresivos no
aumentan la degradacion de los receptores 5-HT»s, no disminuyen su transcripcion y/o
traduccion, y los estudios in vivo no muestran la existencia de cambios en los niveles d¢ ARNm
del receptor 5-HT,4. Ademas, Willins y col. presentaron pruebas de que los antagonistas 5-HT,4
provocan la internalizacion del receptor tanto in vitro como in vivo y demostraron que la
mianserina, un antidepresivo con propiedades antagonistas de los receptores 5-HT»4, también
producen la internalizacion de los receptores 5-HT,a in vivo. Existe, también, otro grupo de
antidepresivos, los denominados ASIR (antagonistas 2A e ISRS) como la nefazodona, que son
mas selectivos que los ATC para bloquear los receptores 5-HT24 y que actlian tanto presinaptica
como postsinapticamente, “explotando” el antagonismo natural entre los receptores 5-HTa y 5-
HT,a. La estimulacion de los receptores 5-HT,a disminuye la estimulacion de los receptores 5-
HT 4 pero si los receptores 5-HT,4 son bloqueados se pierde la influencia inhibidora sobre la
estimulacion del receptor 5-HT;4 y los receptores 5-HT;s quedan desinhibidos aumentando los
niveles de 5-HT y, por tanto, regulando a la baja el nimero de receptores.

Asimismo, cabe seflalar, que el papel de los receptores SHT,4 ha sido bien estudiado
utilizando como modelo periférico plaquetas humanas (Pandey y col., 1993; Mendelson, 2000).
Las plaquetas poseen receptores SHT,n funcionalmente activos vinculados al sistema de
sefializacion fosfatidilinositol (Chaffoy y col., 1987), y su activacion resulta en un cambio de
forma y de agregacion plaquetaria (Geaney y col., 1984). De hecho, las caracteristicas
farmacologicas de los receptores SHT,4 en el cerebro y en plaquetas parecen ser similares
(Ostrowitzki y col., 1993), ya que ambos receptores SHT»s en cerebro y plaquetas se han
relacionado con el sistema fosfatidilinositol. Ademas, la secuencia de nucledtidos de ADN
complementario (ADNCc) del receptor SHT»4 en plaquetas humanas es idéntica a la del receptor
en la corteza frontal (Cook y col., 1994). Esto sugiere la utilidad de las plaquetas como marcador
periférico adecuado para el estudio de los receptores SHT,a en los desoérdenes psiquidtricos.
Varios investigadores han sefialado que el incremento del nimero receptores SHT»4 en pacientes

deprimidos, en comparacion con controles sanos, estad asociado a la gravedad del estado
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depresivo (Mendelson, 2000). Junto con las plaquetas, la reduccion significativa de la densidad
receptores SHT»4 también se ha observado en muestras periféricas de sangre y linfocitos (Padin
y col., 2006), indicando la validez de los linfocitos como otro posible marcador periférico para

estudiar el receptor 5-HT,, y su implicacion en la depresion.

Por tultimolos receptores SHT; pertenecen a la gran familia de receptores con funcion de
canales i6nicos, similar a los receptores GABA. Se localizan en el sistema nervioso central y en
el tracto gastrointestinal. Su funcion esté relacionada con la motilidad, la secrecion y absorcion
intestinal. Los receptores 5-HT, estan relacionados béasicamente con la funcion gastrointestinal,
promoviendo el vomito y el vaciamiento gastrico. Los receptores SHTs son probablemente los
menos estudiados, hay pocos estudiados realizados acerca de su funcion fisioldgica y el sitio
especifico de union de estos receptores. El receptor SHT, fue clonado a partir de ADNc de rata.
El gen humano también se ha clonado mostrando una homologia en la secuencia del 89% con el
equivalente de rata. El receptor se expresa enddogenamente en tejido neuronal, aunque en ratas y
humanos el ARNm del receptor se ha localizado en el cuerpo estriado, amigdalas, hipocampo y
cortex. Sin embargo, no se ha detectado la presencia en o6rganos periféricos. En cuanto los
estudios farmacoldogicos que se han realizado, se ha visto que los agentes antipsicéticos y
antidepresivos tienen una alta afinidad y actian como antagonistas de los receptores SHT,
Finalmente, el receptor SHT7 ha sido clonado en raton, rata, cobaya y especie humana. La
distribucion de los sitios de union del receptor en el sistema limbico y en las regiones talamo-
corticales sugiere un posible papel de este receptor en la fisiopatologia de los trastornos del
estado de animo. De hecho los antipsicéticos y los antidepresivos como la clozapina, tienen una
gran afinidad por el receptor SHT; Tras el tratamiento cronico con antidepresivos se ha

observado una regulacion a la baja de los receptores SHT7 (Mullins y col., 1999).

3.6. Actividad de la 5-HT

La 5-HT juega un papel importante en numerosas situaciones fisioldgicas vy
fisiopatologicas. Fundamentalmente el papel de la 5-HT ha sido descrito en los procesos en los
que participa el SNC, entre los que destacan las alteraciones de la conducta y la depresion, asi
como, en los que participa el tracto gastrointestinal.

En el cerebro, la 5-HT es uno de los neurotransmisores mas ampliamente distribuidos. Por
medio de las extensas conexiones sinapticas de las fibras serotoninérgicas, la 5-HT esta
involucrada en numerosas funciones incluyendo el suefio, el apetito, temperatura, ansiedad,

actividad motora, ritmo biolégico, aprendizaje y memoria. La 5-HT, como ya hemos descrito,
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esta presente en numerosas zonas del cerebro, partiendo de los nucleos del rafe y de la region
medial del puente y la corteza cerebral. En la mayoria de las 4reas la 5-HT tiene una accion
inhibitoria fuerte, mediada por los receptores 5-HTs y asociada a la hiperpolarizaciéon de la
membrana causada por el aumento en la conductancia del K.

La alteracion de la actividad serotoninérgica en el SNC parece estar involucrada en la
aparicion los trastornos del estado de animo, las conductas obsesivo- compulsivas, los trastornos
psicoticos, los trastornos de la alimentacion y los trastornos de ansiedad (Baumann y Bogerts
2001; Heim y Nemeroff 2001; Igbal y van Praag, 1995).

Fuera del SNC, la 5-HT estd presente en plaquetas, linfocitos, monocitos, macrofagos y
mastocitos, en las células neuroendocrinas pulmonares, las células enterocromafines y en
algunos otros tipos celulares Hay un consenso en que las células cerebrales y enterocromafines
son los principales productores de 5-HT. La 5-HT liberada a la circulacion por las células
enterocromafines es rapidamente absorbida por las plaquetas ya sea a través del SERT, SERT, y
se almacena en granulos densos de las plaquetas, que constituye casi todo el cuerpo total de la 5-
HT circulante. En el SNC, la 5-HT se almacena en granulos de secrecion y es liberada por las
neuronas serotoninérgicas en la sinapsis. Aqui, la accion de la 5-HT se termina por la absorcion a
través del transportador localizado en la membrana de los terminales de los axones
serotoninérgicos y regresa a los terminales presinapticos donde es metabolizado (Jonnakuty y
Gragnoli, 2008).

La 5-HT se libera de las plaquetas en respuesta a una serie de sefales incluidas el contacto
con el endotelio dafiado, la isquemia y los agonistas del receptor 5-HT, y 5-HT3. Las plaquetas
liberadoras de 5-HT se unen a los receptores plaquetarios 5-HT2a logrando una respuesta débil
de agregacion, que se ve aumentada por el coldgeno. La 5-HT participa en el mantenimiento de
la homeostasia, ejerciendo un efecto vasoconstrictor directo y actua, asi mismo, en las células
endoteliales para la liberacion de 6xido nitrico (NO), que funciona como un factor de relajacion
derivado del endotelio (Maurer-Spurej y col., 2004). De este modo, es de esperar que en los
focos de inflamacion, donde tiene lugar una agregacion plaquetaria, los niveles de 5-HT

aumenten a niveles muy superiores a los registrados en suero.

3.7. 5-HTy Sistema inmune

La 5-HT tiene un peso significativo en los efectos inflamatorios e inmunolégicos. Se ha
descrito el papel de la 5-HT como una molécula de sefializacion que es captada por las células
dendriticas (CDs) portadoras de antigeno tras ser liberada por las plaquetas en lugares de

inflamacion o lesion, o en terminaciones nerviosas cercanas, y secretada entre las CDs inmaduras

63



Introduccion

o en la interaccion con las células T a través de la via Ca®" dependiente, exocitosis. Asi,
evidencias significativas indican que la 5-HT modula la activaciéon de células T y B y su
diferenciacion, demostrando que esta monoamina estd implicada en la generacion de respuestas
inmunitarias adaptativas (O’Connell y col., 2006). La activacion de las células T requiere una
zona de cohesion, de contacto directo con las CDs, conocido como sinapsis inmunologica. La
sinapsis inmunoldgica (SI) se ha definido como la unién estable entre las células T y las células
presentadoras de antigeno (CPA). Aunque hay varios tipos de SI con diferentes tipos de CPA y
células T, el ejemplo mas destacado es la union formada por las CDs y las células T CD4 (Dustin
y Colman, 2002). La formacién de sinapsis inmunoldgica implica la reorganizacion del
citoesqueleto celular y la redistribucion de las moléculas receptoras de la superficie celular que
contienen los péptidos antigenos para ser presentados a las células T.

Tanto en el sistema nervioso como en el sistema inmunolodgico la sinapsis es una union
estable entre dos células a través de la cual la informacion se transmite por secrecion dirigida. El
sistema nervioso y el sistema inmunoldgico utilizan estos contactos de superficie celular
especializados para trasmitir informacion directamente y transducir sefiales fuertemente
controladas entre sus poblaciones celulares constituyentes. Cada uno de este tipo de sinapsis se
articula en torno a una estructura de microdominio que comprende zonas centrales activas de
exocitosis y endocitosis rodeada de dominios de adhesion. Las moléculas de superficie que
pueden incorporarse en y alrededor de las zonas activas contribuyen a la modulacion del estado
funcional de la sinapsis (Dustin y Colmann, 2002).

Multiples evidencias sugieren que existen muchas similitudes entre la sinapsis
inmunolodgica y sinapsis neural: de los 16 subtipos de receptores de 5-HT, 8 de ellos han sido
hallados en el sistema inmune de rata (Serafeim y Gordon, 2001), y se ha descrito la presencia
del trasportador de 5-HT (SERT), similar al presente en el SNC, en linfocitos humanos (Serafeim
y col., 2003). La presencia de SERT en linfocitos puede proporcionar conocimientos sobre el
papel potencial de la 5-HT en la funcién inmune y su relacion con la neurobiologia de los
trastornos del estado de animo (Lima y Urbina, 2002).

La depresion se asocia con alteraciones inmunolédgicas graves (Maddock y Pariante, 2001).
Durante la depresion hay una disminuciéon de la proliferacion de linfocitos y cambios
significativos en el sistema inmune. Se han descrito, un aumento en el recuento de glébulos
blancos, un aumento en la respuesta inmunologica global, una disminucién en la actividad de
mitogénesis y de células Natural Killer (NK), y disminucién del nimero de linfocitos (Irwin,

1999). Al mismo tiempo, varios factores frenan la activacion de estas células inmunes lo que
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induce a la liberacion de sustancias denominadas mediadores inmunes como las citocinas, NO,

interleucinas y el Factor de Necrosis Tumoral (TNF, Factor Necrosis Tumoral).
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4. El Transportador de 5-HT: SERT

Hace ya casi 5 décadas Axelrod (1961) introdujo el concepto de recaptacion para explicar
coémo la NA era internalizada por las terminales nerviosas simpaticas. Desde entonces multitud
de trabajos se han centrado en el estudio de las propiedades funcionales y farmacoldgicas de los
sistemas de recaptacion de monoaminas, fundamentalmente los situados en el sistema nervioso
central.

La recaptacion es un importante proceso por el cual se finaliza la neurotransmision, de
hecho, se han descrito transportadores especificos para el GABA, la adrenalina, la NA, la DA, la
5-HT y para muchos aminodacidos, a los que, precisamente por estas caracteristicas, se les ha

conferido la propiedad de neurotransmisores.

4.1. Estructura y caracteristicas generales de los transportadores de monoaminas

La clonacion de la proteina que codificaba NAT llevada a cabo en 1991 por Pacholczyk y
col. supuso un avance considerable en el conocimiento de la biologia de los transportadores de
monoaminas. Asimismo, al comparar la secuencia de aminoacidos de NAT con el transportador
de GABA clonado, se observd una significativa identidad entre ambos. Ello llevé a la
identificacion de una nueva familia de genes para las proteinas transportadoras de
neurotransmisores.

Los transportadores de la membrana plasmatica para las monoaminas DA, NA y 5-HT
que, ademas, incluye a los transportadores del GABA y la glicina, pertenecen a la familia
transportadora de solutos SLC6 (solute carrier family) dependientes de Na'/Cl". Asimismo, estos
transportadores DAT (de DA), NAT y SERT se caracterizan por ser las principales dianas de
sustancias psicoestimulantes y adictivas como son las cocaina y anfetaminas.

La recaptacion del neurotransmisor por estos transportadores esta acoplada al cotransporte
de iones de Na" aprovechando su gradiente de concentracion. La entrada de un sustrato va
acompafiada de la entrada de uno o dos iones de Na" (segiin de que transportador se trate) y de un
ion CI, pero el transporte también depende, en algunos casos, de la concentracion de K™ presente
en el compartimento citoplasmatico del transportador.

La clonacién de SERT (Blakely y col., 1991; Hofmann y col., 1991) se llevé a cabo
mediante el empleo de oligonucledtidos degenerados correspondientes a zonas de elevada

similitud entre los transportadores de GABA y NA. Estos oligonucledtidos sirvieron como base
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para crear nuevas sondas mediante amplificacion por reaccion en cadena de la polimerasa (PCR)
que permitieran posteriormente realizar la criba de librerias de ADNc.

Todos estos transportadores poseen 12 dominios transmembrana con 20-24 residuos
hidrofobicos. Debido a la ausencia de una secuencia sefial, parece ser que tanto el grupo amino
como carboxi- terminal estan situados en el citoplasma. Segin el modelo propuesto, existen
cinco bucles intracelulares y seis extracelulares bastante cortos (Pacholczyk y col., 1991;
Hofmann y col., 1991). Hay un bucle extracelular grande entre los dominios transmembrana 3 y
4 que presenta diversos sitios de glicosilacion.

Mas concretamente, y con relacion a la 5-HT, los trabajos de investigacion realizados
acerca del SERT han permitido determinar la secuencia codificante, el gen que expresa la
proteina y su caracterizacion. Asi, esta proteina ha mostrado tener 12 dominios transmembrana,
poseer grupos amino y carboxi-terminal intracelulares y ser dependiente de Na* y CI' para
transportar 5-HT al interior celular, tal como hemos mencionado antes de modo general. También
depende de la concentraciéon de K' en el medio intracelular. Especial interés presenta el trabajo
realizado por Rammamoorthy y col. (1993a), cuyos resultados han conducido a la clonacion,
expresion y localizacion cromosémica del transportador de 5-HT humano. El gen humano para
SERT (SLC6A4) se encuentra en el cromosoma 17ql11.2, se extiende a la largo de 37,8 pb y
contiene 14 exones, cuya transcripcion y posterior traduccion da lugar a una proteina de 630
aminodacidos. La secuencia de la proteina humana presenta una homologia del 92% con la de rata

(Lesch y col., 1993).

4.2.  Analisis de la relacion entre la estructura y la funciéon de SERT

La funcién de SERT es transportar 5-HT desde el compartimento extracelular al interior
celular. La identificacion de los residuos y dominios que participan en la union del sustrato y la
translocacion estd siendo motivo de multitud de estudios. Los resultados han indicado que el
acido aspartico del dominio transmembrana 1 es crucial para reconocer el sustrato. Asimismo, el
dominio transmembrana 12 ha mostrado ser determinante en la afinidad por los ATC (Barker y
col., 1994), mientras que el dominio transmembrana 1 parece determinar la selectividad de SERT
por el citalopram (Barker y col., 1998). Los dominios transmembrana 1 y 2 y el extremo amino
terminal son importantes en la sensibilidad por la cocaina (Sandhu y col., 2002) y los residuos
metionina 180, tirosina 495 y fenilalanina 513 parecen intervenir en la interaccion de inhibidores
(Mortensen y col., 2001) También el dominio transmembrana 3 parece ser crucial para la union

de 5-HT y de cocaina, y se encuentra localizado en la via de traslocacion (Chen y col., 1997).
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4.3. Mecanismo de transporte

El transportador SERT co-transporta el sustrato con un ién Na' y un ién CI, y la
translocacion implica la salida de un i6n K'. La unién de Na', CI' y 5-HT a SERT induce un
cambio conformacional en el transportador, lo cual permite exponer el sitio de uniéon hacia el
otro lado de la membrana con la consiguiente translocaciéon del sustrato y los iones. La
reorientacion del transportador supone un paso adicional que implica la union y salida de iones
K" intracelulares.

Ademas del clasico mecanismo de transporte de sustrato, SERT también ha mostrado
actividad tipo canal. Mediante técnicas electrofisiologicas se ha determinado la existencia de
conductancias que no se explican a partir de la estequiometria fijada en la translocacion del
sustrato (Mager y col., 1994). No se ha determinado si estas conductancias son suficientes para

alterar el potencial de membrana.

4.4. Localizacion de SERT

Previamente a la clonacion y establecimiento de la secuencia del transportador SERT, ya se
habia descrito la existencia de transporte de 5-HT en la membrana plasmatica de las terminales
presinapticas del cerebro (Axelrod e Inscoe, 1963) y de las plaquetas (Sneddon, 1973; Rudnick,
1977). Cuando en 1991 Blakely, en cerebro de rata, y Hofmann, en células RBL (células
basofilicas obtenidas de ratas con leucemia), clonaron el transportador SERT, detectaron que el
ADN correspondiente a esta proteina poseia caracteristicas funcionales de transporte similares a
las descritas en plaquetas y sinaptosomas de cerebro. Ademas, estudios posteriores concluyeron
que la secuencia del ADNc de SERT obtenido bien de tejido neuronal o no neuronal, era idéntica
dentro de la misma especie animal y era codificado por el mismo gen (Ramamoorthy y col.,
1993b; Lesch y col., 1993).

El transportador de SHT estd ampliamente distribuido en diversos tejidos periféricos, tales
como plaquetas, placenta, endotelio pulmonar y mastocitos (Fozard y Kalkman, 1992), retina
(Lima y col., 1992; Lima y Schmeer, 1994), y linfocitos (Cedefio y col., 2005; Faraj y col.,
1994; Urbina y col., 1999). La evaluacion con el marcador especifico de SERT, [3H] paroxetina,
en linfocitos de sangre periférica de pacientes con depresion mayor, indic6 una disminucion en el
nimero de sitios de union de [3H] paroxetina en los pacientes no tratados y una recuperacion
parcial en los pacientes tratados durante seis semanas con antidepresivos ISRS como fluoxetina
(Urbina y col.,, 1999) y mirtazapina (Pefia y col., 2005) mostrando marcadas similitudes

bioquimicas y farmacoldgicas descritas para el transportador en las sinapsis neuronales. Ademas,
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se ha descrito una reduccion del ARNm que codifica para el transportador SERT (Lima y col.,
2005).

La presencia del transportador SERT muestra variaciones en los diferentes subtipos de
células en el sistema inmunoldgico, como entre monocitos y linfocitos, e incluso, dentro de la
misma poblacion de linfocitos T, como ocurre en una variedad de neuronas serotoninérgicas en
el sistema nervioso. Algunos estudios muestran un aumento en la proporcion CD3+/CD8+ y en
el porcentaje de células NK en depresion mayor (Pavon y col., 2006). En pacientes con VIH y
depresion mayor no se han encontrado variaciones en el nimero de células CD4+ o CD8+, ni en
la proporcién CD4+ / CD8+ en comparacion con pacientes no deprimidos (Huang y col., 20006).
La existencia de transportadores SERT en células CD8+ y CD4+ es una evidencia clara de la
presencia de diferentes sistemas serotoninérgicos en los linfocitos. Ademds, la existencia de
SERT en poblaciones especificas de células T, que tiene lugar de manera similar en neuronas,
estaria relacionado con la focalizacién de las funciones de la 5-HT en diferentes células del

sistema inmune.

4.5. Regulacion fisiolégica de SERT

4.5.1. Regulacion de SERT por balsas lipidicas

SERT ha sido localizado en estructuras especializadas de membrana plasmatica que tienen
una composicion lipidica alterada, consistente en asociaciones estables entre los esfingolipidos y
el colesterol, denominadas balsas lipidicas. Se ha observado que existe una estrecha asociacion
entre SERT y las balsas lipidicas, tanto en sistemas de expresion heterdlogos como en el cerebro
de rata, y que la inclusion de SERT en estos microdominios de membrana es fundamental para la
actividad de la recaptacion de la 5-HT. SERT esta presente en una subpoblacion de balsas
lipidicas, que es soluble en Triton X-100, pero insoluble en otros detergentes no iénicos como
Brij 58. La disgregacion de las balsas lipidicas por deplecion del colesterol celular da Iugar a una
disminucién de la velocidad maxima de transporte de la 5-HT (Vmax), debido a la reduccion del

3

nimero de “viajes” de SERT, pero no afecta a la cantidad de transportadores SERT en la
membrana. La eliminacién de colesterol de las membranas causa una solubilidad parcial de
SERT y cambia su afinidad, hace que se distorsione la recaptacion, al provocar cambios
conformacionales en la proteina (Huang y col., 2006). Se ha demostrado que el colesterol es
necesario para la estabilizacion de la estructura de SERT, dado que el agotamiento de colesterol

reduce (reversiblemente) la union del ligando a SERT en células HEK que puede ser rescatado
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con colesterol pero no con esteroles (Scanlon y col., 2001). Para muchos transportadores como
SERT, la capacidad méxima de recaptacion parece que tiene lugar mientras el transportador
reside en las balsas lipidicas. Actualmente, parece claro que la asociacion de SERT con las
balsas lipidicas representa un mecanismo de regulacion de la actividad del transportador y, en
consecuencia, de la sefializacion serotoninérgica en el SNC, a través de la modulacion del
contenido de colesterol en la membrana celular. Ademas, se ha detectado la presencia de SERT,
dentro de estas balsas lipidicas, tanto en la membrana celular como en la membrana de organulos
asociados, lo que sugiere que la asociacion con las balsas puede ser importante para el trafico y
la orientacion de SERT.

En las neuronas, se ha demostrado que SERT esta presente a lo largo del axolema y los
terminales axonicos, y que en la membrana somatica y dendritica sus niveles son reducidos, lo
que indica que la funcion esta estrechamente relacionada a su posicion en regiones especificas de
la membrana (Tao-Cheng y Zhou, 1999).

Las balsas lipidicas son cruciales para la transduccion de sefiales, la adhesion celular, la
guia de axones, el trafico vesicular y la transmision sindptica. Mediante el control de los niveles
de colesterol la actividad de SERT podria ser modulada en la sinapsis por una asociacion

dinamica con las balsas.

Por ultimo, se ha demostrado que los microdominios de membrana o balsas contribuyen a
numerosas enfermedades neuroldgicas y psiquidtricas, como trastornos del estado de animo
(Donati y Rasenick, 2003) y EA (Ehehalt y col., 2003). Los farmacos utilizados en el tratamiento
de trastornos del estado de animo y en esquizofrenia se acumulan en balsas lipidicas y afectan a
la sefializacion de las proteinas inmersas en ellas (Eisensamer y col., 2005). A pesar de que, el
tratamiento antidepresivo cronico no altera el colesterol presente en la membrana, se ha
observado que el tratamiento con antidepresivos quimicamente distintos da lugar a cambios en la
Gaos (pero no de otras proteinas G) dentro de las balsas lipidicas y a una asociacién mas estrecha
con la AC, dando lugar a un incremento en la actividad del AMPc y a cambios en la sinapsis. De
este modo, los antidepresivos podrian ejercer parte de sus efectos terapéuticos mediante la
alteracion de un componente de la membrana celular o, en su caso, del citoesqueleto (Donati y

Rasenick, 2003).
4.5.2. Oligomerizaciéon de SERT

Uno de los aspectos estudiados en relacion con SERT es su oligomerizacion. Aunque la
mayor parte de los modelos de transportadores son considerados como mondémeros para

desarrollar su funcién, algunos estudios han revelado una cierta naturaleza oligomérica de SERT.
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Asi, la expresion heterdloga de concatdmeros de SERT mostrd actividad transportadora en
dimeros y tetrdmeros (Chang y col., 1998) y también otros autores han detectado en la membrana

plasmatica de células HEK la existencia de oligdémeros de SERT (Seeger, 2001).

4.5.3. Regulacién post-traduccional

El analisis de la secuencia de aminoacidos de transportadores de monoaminas ha revelado
la presencia de diversos sitios consenso para la fosforilacion de la proteina mediante la PKC,
cinasas dependientes de AMPc (PKA) y de GMPc (PKG), y/o cinasas dependientes de CaMK.

La expresion del SERT, SERT, esta regulada por la estimulacion de los receptores, por la
produccion de segundos mensajeros, y la activacion de cinasas. Asi, diversos autores (Blakely y
col., 1998; Bryan-Lluka y col., 2004) han mostrado que la expresion génica de SERT esta
regulada in vitro por vias dependientes de AMPc, de CaMK, de NO y del guanosin monofosfato
ciclico (GMPc). Asimismo, resultados obtenidos in vivo muestran una regulacion de SERT
mediada por antidepresivos (White y col., 2005) y hormonas esteroideas (Wihlback y col., 2001).

Se han realizado numerosos trabajos respecto a la regulacion post-traduccional de SERT.
Asi, esta proteina presenta tres sitios potenciales de fosforilacion para la PKC: serina 8, serina
277 y treonina 603. Blakely y col. (1998) mostraron que SERT puede ser fosforilado tras la
activacion PKC y que dicho efecto conduce a la disminucion de la actividad de dicho
transportador debido a la internalizacion de la proteina. Sin embargo, en otros resultados
obtenidos mediante técnicas de mutagénesis se ha observado que ninguno de los resultados de
fosforilacion por PKC parece estar directamente implicado en la regulacion por esta cinasa
(Sakai y col., 1997)

Los primeros estudios realizados en células HEK-93, transfectadas con el ADNc de SERT
humano, mostraron que la PKC conduce a una internalizacién de la proteina de superficie celular
de SERT, reduciendo la recaptacion de 5-HT (Ramamoorthy y Blakely, 1999). Este efecto se
debe a que los activadores de la PKC aumentan el nivel de fosforilacion del transportador SERT.
Sin embargo, estudios adicionales en las células HEK-SERT mostraron que los antidepresivos
por si solos no podrian afectar la capacidad de PKC para fosforilar SERT. La idea inicial era que
los antidepresivos actuaban como antagonistas de SERT, provocando un aumento inmediato de
la concentracion de 5-HT en la sinapsis, y que los cambios en los niveles de SERT provocarian
cambios neuroadaptativos, pero el resultado no fue tan claro.

Por otro lado, el efecto producido por el propio sustrato de 5-HT fue la reduccion de la
fosforilacion de SERT inducida por PKC. Asi, diversos estudios han demostrado que la 5-HT, a

tiempo corto de exposicion, previene la fosforilacion dependiente de PKC en SERT y su
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internalizacion. En este estudio realizado por Ramamoorthy y Blakely, se demostré que la
fosforilacion de SERT mediada por PKC, en células transfectadas HEK-293SERT, se redujo
sustancialmente en presencia de 5-HT y, consecuentemente, los niveles de expresion de SERT en
la superficie celular aumentaron. Esta accion de la 5-HT podria ser debida a la actividad sobre el
propio transportador y estaria asociado a cambios conformacionales de SERT, segin estos
autores.

Si bien, la fosforilacion de SERT mediada por PKC ocurre de forma aguda, con cambios
rapidos en la actividad y en la distribucion celular de SERT, la regulaciéon de la expresion de
SERT dependiente de PKA o PKG no se produce después de la activacion aguda de la cinasa, a
pesar del aumento en la fosforilacion de SERT (Qian y col., 1997). Una explicacion para estos
resultados fue que, los cambios en la actividad y en la expresion de SERT, debido a la
fosforilacion por PKA o PKG, sélo se producen tras un periodo mas largo de tiempo, con
respecto a la PKC. Otra explicacion es que quiza las células HEK no contienen las proteinas
necesarias para afectar a la expresion de SERT mediante la fosforilacion por PKA o PKG. La via
de sefializacion dependiente de PKG es un mecanismo de regulacion al alza para la expresion de
SERT. Miller y Hoffman (1994) observaron que el receptor A3 de adenosina regulaba la
expresion de SERT en células de leucemia basofila RBL-2H3 mediante GMPc y NO con el
consecuente incremento de la Vmax para el transportador SERT. Esta regulacion de SERT
ocurria en condiciones fisiologicas como las de las células RBL-2H3, que expresan de forma
endoégena tanto SERT como el receptor de adenosina, ya que el aumento en el transporte de 5-
HT no se asociaba con un incremento en la expresion del SERT en la superficie celular. Estudios
posteriores como los de Zhu y col. (2004) observaron, a su vez, que la activacion de la via PKG
requeria de la actividad de efectores de niveles superiores de la cascada de sefializacion como es
la fosfolipasa C, el Ca*" y la AC. Ademas, la investigacion de otras proteinas implicadas en la
cascada de sefializacion PKG condujo a la identificacion de la proteina cinasa activada por
mitogenos p38 (MAPK) que regula la actividad intrinseca de SERT. Los cambios en SERT por
la activacion de p38 MAPK (mediada por PKG) ocurren independientemente de los cambios
causados directamente por PKG.

De modo similar, los inhibidores de la proteina fosfatasa (PP1/PP2A) producen
disminucion del transporte de 5-HT y aumentan significativamente la incorporacion de **P al
transportador SERT, es decir, de nuevo la fosforilacion del transportador SERT reduciria la
disponibilidad del mismo y disminuiria su actividad (Baumann y col., 2000). Sin embargo, el
efecto de la fosforilacion de SERT sobre su modulacion no parece ser tan evidente cuando la

incorporacion del fosfato es por la via del AMPc. Curiosamente, el tratamiento crénico con
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antidepresivos aumenta la produccion de AMPc intracelular debido a un aumento del
acoplamiento entre la proteina Gs, y la AC. Este incremento del AMPc intracelular se traduciria
en un aumento de la translocacion y la actividad de PKA lo que sugiere un mecanismo potencial
para la regulacion de SERT por la PKA después de la administracion prolongada de
antidepresivos (White y col., 2005). Este estudio, sin embargo, entra en conflicto con numerosos
estudios que han encontrado una disminucién en los niveles de SERT tras la administracion
cronica de antidepresivos a pesar del aumento de AMPc. Horschitz y col. (2001) trataron células
HEK con expresion heterdloga de SERT incrementando las concentraciones de citalopram antes
de determinar los efectos del tratamiento sobre la captacion de [*H] 5-HT y la unién de [*H]-
citalopram. Después de 3 dias de incubacion con 500 nM de citalopram, la V.« se redujo a
aproximadamente el 40% sin un cambio posterior en la constante de afinidad aparente (valor de
Kim) para la 5-HT. Por otra parte, estos mismos autores observaron que en estas células no se
producia una disminucién similar de la expresion SERT cuando eran tratadas de forma cronica
con desipramina, un inhibidor de NAT. El mecanismo a través del cual el citalopram provoca la
desensibilizacion de SERT en las células HEK vy si los resultados son dependientes de la linea
celular permanece poco claro. Lo que si parece cierto es que la regulacion al alza o a la baja de
SERT depende de la transcripcion y de eventos de traslacion que requieren dias o incluso
semanas para completar los efectos moleculares y celulares que deben alcanzarse y esto puede
contribuir al desfase que existe entre el inicio de la farmacoterapia y la evidencia de una
respuesta clinica.

Por ultimo, otro aspecto que se ha estudiado es el papel de la glicosilacion en la expresion
del transportador. Se han descrito diversas secuencias consenso para la glicosilacion en el bucle
largo que se encuentra entre los dominios transmembrana 3 y 4, y aunque la glicosilacion parece
ser importante para a expresion normal de SERT en la membrana, no afecta a la union del

ligando ni a la translocacion del sustrato (Tate y Blakely, 1994).
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4.5.4. Interacciones proteina-proteina

El hecho de que SERT sea un transportador cuyo trafico intracelular esté regulado, parece
indicar la posibilidad de que exista interaccion entre SERT y otras proteinas que pudieran mediar
este proceso. Ademas, SERT contiene zonas de la secuencia que participan en la interaccion
directa proteina-proteina, tales como leucinas repetidas en el dominio transmembrana 2, un sitio
PDZ de union en el extremo carboxil, y tirosinas que contribuyen a la internalizacion.

Mediante el uso de técnicas de co-inmunoprecipitacion y del sistema de dobles hibridos en
levaduras, se han detectado un gran numero de interacciones, aunque el significado fisiologico
de muchas de ellas no se conoce. Bauman y col. (2000) mostraron que la proteina fosfatasa
PP2A co-inmunoprecipita con SERT, y esta interaccion estaba regulada por la inhibicion de la
fosfatasa, la activacion de PKC y el transporte de sustratos. Aunque no se conoce si PP2A se une
directamente a SERT, esta asociacion podria ayudar a explicar los procesos moleculares
responsables de la fosforilacion del transportador y su internalizacion.

Otra interaccion que se ha descrito in vitro es la del extremo carboxil terminal de SERT
con MARKS (cinasa reguladora de afinidad a microtubulos o myristoylated alanine-rich C
kinase substrate en inglés) (Jess y col., 2002), sin embargo, se desconoce si esta union se produce
in vivo. Otros resultados sugieren que la proteina sintaxina I perteneciente a la familia de
proteinas SNARE (soluble N-ethylmaleimide-sensitive factor-attachment protein receptor)

podria estar involucrada en los efectos moduladores de la PKC (Haase y col., 2001).

4.6. Estudios genéticos de la actividad de SERT

La alteracion genética del gen que codifica SERT, SLC6A4, utilizando ratones y la
tecnologia de produccion de “knockouts” (SERT-KO: ratones en los que se anula la expresion
del gen de SERT), ha proporcionado la oportunidad de estudiar el papel de SERT in vivo.

El ratén SERT-KO (no se expresa SERT), muestra una elevacion extracelular de 5-HT de
hasta 6 veces y una disminucion marcada (60% - 80%) del contenido tisular de 5-HT en diversas
regiones del cerebro (Bengel y col., 1998). Las notorias alteraciones neuroquimicas que se han
observado en el raton mutante indican que SERT es crucial en la homeostasis presinaptica en dos
aspectos. Primero, constituye el principal mecanismo que finaliza la neurotransmision
extrayendo la 5-HT de la hendidura sinaptica y segundo, la recaptacion es el principal
mecanismo de restitucion de los almacenes intracelulares de 5-HT. El analisis de SERT-KO,

ademas de los cambios en la homeostasis de 5-HT, ha mostrado alteraciones en la respuesta de
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los receptores post-sinapticos, que regulados a la baja como consecuencia del elevado nivel de 5-
HT extracelular que se produce por la falta de funcionalidad de SERT (Fabre y col., 2000).

Junto con la transgénesis, como técnica para el estudio de la actividad de SERT, estudios
recientes han mostrado que la actividad transcripcional del gen que codifica SERT esta
modulada por un elemento polimoérfico repetitivo (5-HTTLPR) localizado con anterioridad al
sitio de inicio de la transcripcion (Haddley y col., 2008) y se han descrito variaciones en la
region 5’ no traducida (5’UTR), causadas por empalme alternativo del exén 1B y 1C, en el intron
2 (un numero variable de 16/17 pares de bases repetidas en tindem, VNTR-17), y en la region 3’
no traducida (3’UTR) (Lesch, 2001). La estructura distinta de la regiéon 5-HTTLPR da lugar a la
formacion de una estructura secundaria de ADN que tiene el potencial de regular la actividad
transcripcional del promotor asociado al gen de SERT. Existen dos variantes alélicas de la region
5-HTTLPR, la variante corta (s) y la variante larga (1) que modulan de modo distinto la actividad
transcripcional del promotor del gen de SERT (Collier y col., 1996). Estos polimorfismos
consisten en un tdndem multialélico de 17 pb repetidas y la insercién/supresion de una secuencia
de 22 pb que da lugar al alelo largo (1), que contiene 16 copias de esas 22 pb, o al alelo corto (s)
que contiene 14 copias de estas 22 pb. Los estudios del efecto de la longitud de S-HTTLPR sobre
la transcripcion y captacion de 5-HT mediada por SERT han demostrado que la variante “1” en
situacion de homocigosis produce concentraciones mas elevadas de ARNm de SERT, mayor
capacidad de unir ligandos inhibidores y una captacion de 5-HT de mas del doble que en
situacion de homocigosis de la variante “s” (Lesch y Gutknecht, 2005).

Son muchos los trabajos que muestran asociacion entre las variaciones alélicas de 5-
HTTLPR y la expresiéon de SERT y la implicacion en las alteraciones de la conducta como la
ansiedad, depresion y agresividad y en diversas enfermedades psiquiatricas (Murphy y col.,
2003). Asimismo, el polimorfismo de la region promotora de SERT se ha demostrado que

modula la influencia del estrés sobre la respuesta depresiva (Caspi y col., 2003).

4.7. Patologias en las que existe alteracion de la actividad serotoninérgica: el papel de
SERT

La implicacién de la alteracion del sistema serotoninérgico en procesos patoldgicos ha sido
fundamentalmente descrita, como ya se ha comentado anteriormente, para dos tipos de
patologias: las asociadas a alteraciones de la conducta en el SNC y las enfermedades
inflamatorias cronicas en el tracto intestinal.

En relacion con la presente tesis vamos a centrar nuestra atencion en las alteraciones
relacionadas con la conducta y las implicaciones serotoninérgicas.
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Diversos estudios neurobiologicos y neuroanatdmicos indican la importancia de los
cambios en el sistema noradrenérgico y serotoninérgico en las patologias asociadas a trastornos
de la conducta (Purselle y Nemeroft, 2003; Tiithonen y col., 1997; Malison y col., 1998).

El papel del sistema serotoninérgico viene determinado por el nivel disponible de 5-HT, lo
cual estd en parte modulado por SERT, y la expresion de los receptores especialmente a nivel
postsinaptico. Se ha descrito que el nimero de sitios de recaptacion de 5-HT presindpticos
(SERT) se encuentra disminuido y que la expresion de receptores postsinapticos esta aumentada
en pacientes con depresion, sin embargo, en otros estudios se han obtenido resultados
contradictorios (Nye y col., 1995). Asimismo, se han descrito niveles reducidos de 5-HT y una
disminucién en la recaptacion de 5-HT y en los niveles de SERT en plaquetas de pacientes con
depresion (Quintana, 1992). La densidad de SERT en corteza prefrontal de victimas de suicidio y
en la corteza occipital e hipocampo de pacientes con depresion fue menor que en individuos
normales (Stanley y col., 1982; Perry y col., 2002), aunque, también existen contradicciones
(Gross-Isseroff y col., 1998).

En lo que se refiere a la densidad de receptores, los receptores 5-HT, presentan una
densidad maés alta en la corteza prefrontal, hipocampo y plaquetas de pacientes con depresion y
victimas de suicidio respecto a los individuos normales (Arora y Meltzer, 1989) y la densidad de
receptores 5-HT;o parece ser mas alta en la corteza prefrontal en depresion (Matsubara y col.,
1991).

Las variaciones que presenta el sistema serotoninérgico en estas patologias relacionadas
con trastornos de la conducta han conducido a la teoria serotoninérgica que defiende que en los
pacientes con depresion hay una disminucion generalizada de la actividad serotoninérgica
(Feldman y col., 1997). Ademas, el hecho de que el tratamiento antidepresivo con ISRS sea
efectivo, avala esta teoria. No obstante, y a pesar de que estos farmacos inhiben inmediatamente
la recaptacion de 5-HT, el efecto no se observa a corto plazo, sino que requiere un tratamiento
repetitivo y largo en el tiempo.

El papel de la 5-HT en las patologias asociadas a trastornos de la conducta parece evidente
pero no es el Unico factor que contribuye a ellas. De hecho se ha descrito que la depresion no es
exclusivamente de origen neuroquimico, sino que estd asociada a dificultades en las vias de
sefializacion que regulan la neuroplasticidad y la supervivencia celular. En este sentido, se ha
postulado que en situacion de estrés y de depresion se encuentran disminuida la plasticidad
celular neuronal, en parte debido a la reduccidon en los niveles de BDNF que promueven la
supervivencia celular. Asi, la administracion cronica de antidepresivos actuaria por esta via

aumentando la expresion de BDNF en el cerebro (Manji y col., 2001).
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4.8. Regulacion farmacolégica del transportador SERT

La mayor parte del conocimiento sobre los sistemas de recaptacion de neurotransmisores se
ha obtenido mediante la medida de neurotransmisores marcados radiactivamente en cortes
histoldgicos o en sinaptosomas de cerebro. Ademas, la clonacion de los transportadores y la
posibilidad de expresarlos en células no neuronales esta permitiendo un mayor conocimiento del
mecanismo de accién de los diferentes transportadores, asi como la posibilidad de encontrar
nuevos farmacos selectivos que afecten a su actividad.

El descubrimiento de la implicacion de la 5-HT en patologias del SNC, asi como, el hecho
de que estas patologias muestren una incidencia creciente en el mundo occidental, ha acentuado
enormemente el interés por el desarrollo de sistemas farmacoldgicos que actuen sobre el sistema
de recaptacion de 5-HT mediados por SERT. Este transportador se ha convertido en la principal
diana farmacoldgica, como es el caso de los ISRS, para el tratamiento de la depresion. (Lesch,
2001; Gareri y col., 2000). Actualmente los ISRS son los antidepresivos mas utilizados en el
mundo occidental. Una ventaja que presentan estas sustancias es que, ademads de tener efectos
antidepresivos, son eficaces en trastornos centrales como en las crisis de pénico, en las
alteraciones compulsivo-obsesivas y la bulimia. Ademas, los ISRS han supuesto un gran avance
y han revolucionado el tratamiento de la depresion ya que, al igual que los inhibidores de la
MAO incrementan la disponibilidad de 5-HT, pero son farmacos mas seguros y mejor tolerados,
carecen de toxicidad cardiaca y de efectos secundarios colinérgicos. Todos estos efectos se
atribuyen al perfil farmacolégico de estos compuestos cuyo mecanismo de acciéon consiste en
causar una potente desinhibicion de la neurotransmision serotoninérgica, presumiblemente en
todas las vias serotoninérgicas a nivel central y periférico.

Por ultimo, es necesario indicar que los transportadores de DAT, NAT y SERT, no s6lo son
dianas importantes para agentes terapéuticos, incluyendo los antidepresivos, sino que también
son susceptibles de resultar afectados por psicoestimulantes y neurotoxinas.

SERT es una diana de alta afinidad para los ATC como la imipramina, para ISRS como la
fluoxetina y para estimulantes no selectivos como la cocaina y las anfetaminas (Reith, 1997;
Barker y cols., 1994).
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5. Reelina y Depresion

La gran mayoria de la investigacion basica sobre la depresion se ha centrado en la supuesta
relacion entre la exposicion a eventos estresantes de la vida y la aparicion de sintomas
depresivos. La asociacion entre ambos factores surge a partir de evidencias correlacionales como
son la interrupcion en la ritmicidad del cortisol y la presencia de hipercortisolemia y el aumento
en los niveles de la hormona liberadora de corticotropina (CRH) en el liquido cefalorraquideo y
en los niveles de ARNm de CRH observados en pacientes deprimidos (Burke y col., 2005;
Belmaker y Agam, 2008). Ademas, estos pacientes a menudo responden positivamente a los
farmacos antidepresivos que actilan sobre el sistema neuroendocrino regulando la secrecion de
cortisol y experimentan con frecuencia acontecimientos vitales traumaticos o estresantes antes
de la aparicion de la depresion (Lussier y col., 2009).

Asimismo, la depresion posee un componente genético importante, con estimaciones de
heredabilidad entre el 33% y el 50% (Fava y Kendler, 2000; Levinson, 2006), de modo que,
como ocurre en la esquizofrenia y en el trastorno bipolar, la vulnerabilidad a la depresion vendra
determinada por dos factores: las alteraciones genéticas en el desarrollo temprano y los
acontecimientos posteriores del medio ambiente (Maynard y col., 2004). Por esta razon los
sintomas depresivos no se limitan unicamente a los trastornos depresivos sino que en son un
componente clave del trastorno bipolar y de la esquizofrenia, y de otras enfermedades médicas
como es la enfermedad cardiovascular (Hafner y col., 2005).

Uno de los factores de vulnerabilidad bioldgica descritos en relacion con la depresion es la
disminucién de los niveles de reelina. Esta proteina es responsable de la plasticidad del cerebro
ya que regula la migracion de las neuronas y las conexiones entre ellas, es muy abundante en el
tejido cerebral y se ha descrito una disminucion de sus niveles en diversos trastornos
psiquiatricos (Impagnatiello y col., 1998; Guidotti y col., 2000; Eastwood y Harrison, 2003). Las
alteraciones en las propiedades funcionales de la reelina son similares en trastornos como la
esquizofrenia, el trastorno bipolar, el autismo y la depresion, lo que llevd a plantearse la posible
implicacion de la reelina en la patogénesis de estos trastornos.

Se han realizado numerosos trabajos respecto a la implicacion de la reelina en la depresion.
Mediante el estudio de muestras cerebrales post mortem de pacientes con esquizofrenia y
trastorno bipolar se ha demostrado que la expresion de reelina se encuentra significativamente

disminuida (Impagnatiello y col., 1998; Guidotti y col., 2000). También, utilizando pruebas
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inmunocitoquimicas se ha observado la misma reduccion de reelina en cerebros de pacientes con
esquizofrenia, autismo, trastorno bipolar y depresion mayor (Fatemi y col., 2000; 2001b; 2005a).

Mas concretamente, Fatemi y col. (2005b) han demostrado una reduccidn significativa en
la expresion de reelina, y en las proteinas GAD65 y GAD67, en el cerebelo de pacientes con
esquizofrenia, trastorno bipolar y depresion mayor. En pacientes con esquizofrenia observaron
una tendencia a la disminuciéon del ARNm de reelina cerebelar que, ademas, correlacionaba
negativamente con los niveles de semaforina 3A, un factor que actia como sefial inhibitoria
durante la sinaptogénesis. De este modo, los autores llegaron a la conclusiéon de que los
cambios reciprocos en la reelina y la semaforina 3A pueden ser indicativos de un mecanismo que
afecta al equilibrio entre los factores inhibidores y tréficos que regulan la sinaptogénesis, y que
ademas coincide con el supuesto origen neuroldgico precoz de la esquizofrenia.

Por su parte, Knable y col. (2004) confirmaron de nuevo la reduccién de la expresion de
reelina en presencia de enfermedades psiquiatricas graves cuando analizaron las alteraciones
moleculares del hipocampo en esquizofrenia, trastorno bipolar y depresiéon mayor y observaron
una reduccion de la expresion de reelina en las interneuronas en los tres trastornos.

Por 1ultimo, el reciente descubrimiento de la localizaciéon de reelina en diversos lugares
como en la médula espinal, la capa granular subpial de la corteza fetal humana, en el estriado de
rata en desarrollo, en las células hepaticas estrelladas, en el carcinoma de es6fago humano, en los
odontoblastos humanos y de raton, y en las células del plasma sanguineo, indican que seria
necesario ampliar el papel potencial de esta proteina por su importancia tanto en la salud como
en la enfermedad.

Los niveles sanguineos de reelina y sus isoformas estdn alterados en esquizofrenia,
trastorno bipolar y depresion mayor, en muestras sanguineas de pacientes psiquidtricos y sujetos
control se han encontrado niveles de reelina especificos que indicaban variaciones significativas
entre ambos grupos. Estos hallazgos sugieren que en sangre los niveles de reelina y sus
isoformas se pueden utilizar como posibles marcadores periféricos para diagnosticar la presencia
de varios trastornos psiquidtricos y que, también, pueden servir como dianas para futuras

intervenciones terapéuticas (Fatemi y col., 2001a).

5.1. La reelina

La reelina es una de las proteinas fundamentales del cerebro implicadas en el crecimiento y
desarrollo temprano del SNC de los mamiferos, ayudando a guiar el desarrollo del cerebro de
una manera ordenada. Los cambios en el nivel de esta proteina, de sus receptores o de las

proteinas que participan en la via de la reelina pueden causar una alteracion en el proceso natural
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de la corticogénesis. Ademas, la reelina tiene un papel critico como mediador quimico en las
interacciones entre la glia radial, las neuronas y la matriz extracelular durante el proceso
migratorio.

El gen reelina fue identificado a partir de una cepa de ratones denominada reeler,
descubierta en 1948 por presentar alteraciones en la locomocion, aparecidas de forma espontanea
en un grupo de ratones del Instituto de Genética Animal en Edimburgo, Escocia. La mutacion
reeler es autosomica recesiva, y debe su nombre a la caracteristica marcha tambaleante que
aparece en los individuos a partir de las dos semanas postnatales, acompafiado de ataxia,
temblores y dificultad en mantener el equilibrio. Estas alteraciones neuroldgicas se asocian a
nivel anatdbmico con una severa hipoplasia del cerebelo, y a nivel histologico con anomalias en el
posicionamiento de células que afectan severamente a estructuras laminadas como la corteza
cerebral, el cerebelo y el hipocampo, aunque también se han identificado anomalias menos
drasticas en otras regiones del cerebro como los nucleos facial, trigémino y en la oliva inferior.
El cerebelo homocigoto es hipoplésico y posee un numero reducido de células de Purkinje, las
mutaciones que afectan a los receptores ApoER2, VLDL-R y al receptor de integrina .33l dan
lugar a un resultado defectuoso en la laminacion cortical y a una migracion neuronal anormal y
la carencia tanto de reelina como de cualquier receptor VLDL-R o ApoER2 provoca una
hiperfosforilacion de los receptores de la proteina Tau, que resulta en la desregulacion de la
funcion de los microtubulos neuronales (D’ Arcangelo y Curran, 1998; D’ Arcangelo, 2006; Tissir
y Goffinet, 2003).

La reelina esta presente en todos los vertebrados, conservada evolutivamente. En el cerebro
de lampreas adultas se ha observado una amplia distribucion de reelina que demuestra que esta
proteina posee diferentes funciones no relacionadas con el propio desarrollo del SNC en los
vertebrados. En los mamiferos, incluidos roedores, la produccion de reelina comienza muy
temprano, expresandose por primera vez entorno al décimo dia embrionario en zonas de
diferenciacion de telencéfalo, diencéfalo y rombencéfalo (D" Arcangelo, 2006).

El gen de la reelina (RELN) fue identificado en ratén con una secuencia de codificacion
(ADN) que se rompe en dos cepas distintas de mutantes reeler. Desde su identificacion, se han
encontrado numerosas variaciones alélicas adicionales, tanto en ratdn como en rata, y todas las
mutaciones llevan a la pérdida de la funcién en el gen (D’ Arcangelo, 2006). Poco después, el gen
RELN fue aislado y secuenciado en humanos. El gen se localiza en el cromosoma 7 y codifica
una gran proteina, la reelina, que posee una masa molecular relativa 388 kDa. Esta proteina,
contiene 3.461 aminoacidos y es idéntica a la de raton en un 94%, lo que sugiere una funcion

conservada. Posee actividad serina que presenta una secuencia sefial en su extremo N-terminal,
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seguida de una pequefia region homdloga a F-Espondina, una proteina secretada por células de la
placa del suelo del tubo neural en desarrollo. En su extremo C-terminal hay una secuencia de
aminodcidos cargados positivamente, y en la estructura central se distinguen ocho repeticiones,
cada una de ellas con un dominio EGF (Factor de crecimiento epidérmico) rico en cisternas
flanqueado por dos subdominios llamados A y B. La proteina reelina es secretada al medio
extracelular a través de una via constitutiva y contiene, ademas, dos lugares principales de
proteolizacion por accién de metaloproteinasas que dan lugar, una vez secretada, a tres
fragmentos mayoritarios: un fragmento N-terminal de 180 kDa, un fragmento central de 120
kDa, y un fragmento C-terminal de 100 kDa. El fragmento central es suficiente para la funcion
de la reelina (concretamente las repeticiones 3-6 son suficientes para unir ApoER2 y VLDLR, y
para inducir la fosforilacion de Dab-1), pero la proteina completa es mas activa, posiblemente
porque el fragmento N-terminal contiene un epitopo reconocido por el anticuerpo CR-50 que
produce la agregacion de moléculas de reelina, lo que a su vez facilita la agrupacion del receptor
y genera una sefal intracelular mas intensa. De hecho el anticuerpo CR-50 inhibe la unién de
reelina sus receptores, asi como la agregacion de la proteina (Tissir y Goffinet, 2003;
D’Arcangelo, 2006).

ApoER2 y VLDLR son proteinas transmembrana que unen reelina y transducen su sefal.
Ambos receptores poseen una estructura parecida: la region de union a reelina esta formada por
7-8 repeticiones leucina-alanina ricas en cisteina, cada una con tres uniones disulfuro y un ién de
Ca’* de coordinacion, seguidas de dos repeticiones EGF, un segmento tipo hélice-, otra
repeticion EGF y una region de glicosilacion cercana a la membrana plasmatica; tras el dominio
transmembrana, el dominio intracelular contiene una secuencia aspargina-prolina-cualquier
aminodcido-tirosina (NPxY), punto de interaccion con dominios de unién a fosfotirosina (PTB)
presentes en proteinas citosdlicas como Dab-1. Sin embargo, y a diferencia de la mayoria de
proteinas con dominios PTB, Dab-1 une con gran afinidad secuencias NPxY sin fosforilar (Tissir
y Goffinet, 2003). La region intracelular de ApoER2 esta sujeta a splicing alternativo del ex6n
19 que genera moléculas de receptor con y sin un dominio con capacidad de union a proteinas
adaptadoras como Psd95y Jip (D’Arcangelo, 2005); se ha demostrado 19 de ApoER2 esta
implicado en la funcién de reelina en aprendizaje y memoria durante la edad adulta (Beffert y
col., 2005). Dab-1 es una proteina citosolica que funciona como adaptadora. En su region N-
terminal contiene dos regiones que le permiten la interaccion con otro tipo de proteinas: el
dominio PTB, a través del cual une, entre otras, ApoER2 y VLDLR (Tissir y Goffinet, 2003),
anclandose a su secuencia intracelular NPXY, y una secuencia rica en tirosinas, que tras ser

fosforiladas por la unién de reelina a sus receptores ApoER2 y VLDLR, pueden interaccionar

81



Introduccion

con el dominio SH2 de proteinas como las cinasas de la familia Src Fyn, Src o Yes (Arnaud y
col., 2003). Las acciones mediadas por la region N-terminal de Dab-1 (unién a receptores de
reelina y fosforilacion de Dab-1 en tirosinas) son necesarias e imprescindibles para la funcion de
reelina y, sin embargo, la region C-terminal, de funcion atn desconocida, parece ser necesaria in
vivo para la eficiente sefializacion inducida por reelina al menos en algunas neuronas (Herrich y
Cooper, 2002).

La unién de reelina a ApoER2 y VLDLR produce la agregacion de los receptores y la
fosforilacion de Dab-1 por parte de cinasas de la familia Scr. Ademas de la fosforilacién de Dab-
1, la unioén de reelina a sus receptores induce la disminucion del nivel de proteina Dab-1. Una
vez fosforilado, Dab-1 interacciona con distintas proteinas intracelulares, entre ellas Lisl, cuya
funcidn es particularmente importante en el desarrollo cortical: mutaciones en el gen Lis/ causa
en humanos lisencefalia (D’ Arcangelo, 2006). Asimismo, la Dab-1 fosforilada puede servir de
sustrato para varias cinasas, que conducen a una serie de eventos importantes, tales como la
plasticidad sinaptica y la plasticidad de las espinas dendriticas, la neurotransmision y la
inhibicién de la glucogeno sintasa cinasa-3 (GSK-3), lo que lleva a la modulacién de las vias de
supervivencia celular y crecimiento. Ademds, la Dab-1 fosforilada es un sustrato para la
degradacion poliubiquitina-dependiente, lo que lleva a la degradacion de una subpoblacion de
moléculas Dab-1, a través de la via proteosoma, pudiendo ser un factor importante en el
perfeccionamiento de la sefial y la reelina responde a ella en el SNC.

La reelina desempefia distintas funciones en el cerebro. Durante el desarrollo, la reelina
estd implicada en la migracion celular, y su deficiencia in vivo causa severas alteraciones
histologicas en la mayoria de las regiones donde se expresa. También, se detecta la reelina en el
periodo postnatal y adulto, y datos in vitro indican que la reelina estimula el crecimiento y
maduracion dendritica. Ademas, la reelina interviene en la sinaptogénesis y funcidn sinaptica.

Por otro lado, la reelina y las proteinas que median su sefial se han relacionado con diversas
enfermedades humanas. La mutacion del gen RELN es causa de lisencefalia, mutaciones en el
gen Lis/ dan lugar a una enfermedad autosémica dominante también caracterizada por
lisencefalia, y a estas enfermedades también hay que unir las implicaciones que la reelina tiene
en los trastornos psiquidtricos como ya avanzamos en la pequefia introduccion a la reelina y

depresion (D’ Arcangelo, 2006).
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5.2.  El raton heterocigoto reeler y la depresion

Como sefnalamos en el apartado anterior el gen de la reelina fue identificado inicialmente
en raton y la proteina que codifica es idéntica a la proteina reelina en humanos. Por esta razon, el
ratobn mutante reeler ha sido estudiado ampliamente como modelo para comprender los
mecanismos moleculares y celulares que regulan el desarrollo de la estructura cortical.

En el mutante reeler, se observan anomalias en la organizacién laminar del sistema
nervioso central. Las distintas clases neuronales no respetan el mecanismo de migracion radial.
Asi, las neuronas mas jovenes que se dividen residen en las capas mas profundas, bajo las
neuronas generadas tempranamente. La migracion de las neuronas en el raton reeler comienza
hacia arriba a lo largo de las fibras radiales pero, una vez en la corteza, las neuronas no pueden
extender sus prolongaciones al encontrarse con altas concentraciones de reelina que induce el
desprendimiento de sus fibras radiales y detiene su migracion. Las neuronas pierden su
orientacion y tienen un desarrollo pobre de sus dendritas debido a la ausencia de reelina
(D’ Arcangelo, 2006). Ademas, tienen lugar cambios en la densidad y distribucion de las sinapsis
en el cerebelo, hipocampo y corteza piriforme, lo que sugiere que los defectos genéticos en el
raton reeler afectan a las interacciones entre las neuronas emigrantes y sus guias gliales y entre
las neuronas destinadas a capas especificas de la corteza.

Han aparecido mas mutantes, que a pesar de no mostrar ninguna alteracién en la proteina
reelina, muestran fenotipos semejantes al mutante reeler, que se explicarian por mutaciones
genéticas en proteinas reguladoras esenciales de la via de la reelina, por ejemplo mutaciones en
el gen VLDLy ApoER2.

Debido a que se trata de una mutaciéon autosémica recesiva, los mutantes salvajes

homocigotos reeler (Reln™

) no muestran niveles detectables de reelina, mientras que los ratones
reeler heterocigotos haploinsuficientes (Reln*") expresan la mitad de reelina que sus compafieros
salvajes (Reln""). Sin embargo, y a pesar de sus anomalias en el gen RELN, los mutantes
heterocigotos no muestran un fenotipo reeler exactamente, posee una cantidad de reelina
suficiente como para poseer un fenotipo casi normal. La organizacién laminar en su cerebro es
normal, con alteraciones mas sutiles como la disminucion de la densidad de espinas dendriticas
en la corteza frontal, la hipoplasticidad del neuropilo, la disminucion de la expresion del enzima
GADG67 y la disminucion del GABA (Costa y col., 2002), déficits sutiles en la inhibicion

prepulso, deficiencias en algunas medidas de cognicién y en la funcién ejecutiva (Brigman y

col., 2006). Sin embargo, estos individuos heterocigotos no muestran alteraciones
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neuroanatémicas y neuroquimicas en las regiones cerebrales que han sido implicadas en la
depresion (hipocampo, corteza y corteza prefrontal) (Tueting y col., 2006), lo que puede hacerlos
mas vulnerables a los efectos nocivos del estrés o de los glucocorticoides que a los individuos
salvajes. De este modo, el mutante heterocigoto reeler se ha propuesto como un buen modelo
para estudiar si la pérdida de reelina podria ser un factor de vulnerabilidad para la depresion

(Lussier y col., 2011).

5.3. Mecanismo de accion de reelina durante el desarrollo cerebral

Las células que sintetizan reelina son las células de Cajal-Retzius, durante el desarrollo la
reelina se expresa en estas neuronas situadas en la zona marginal de la neocorteza e hipocampo,
y en las células granulares postmitéticas de la EGL (lamina granular externa) del cerebelo. El
raton reeler presenta alteraciones en la organizacion laminar de estas tres regiones: en la
neocorteza, las células corticales no escinde la preplaca y se acumulan por debajo de las células
de la subplaca sin formar capas; en el hipocampo, las células piramidales del hipocampo y las
células del giro dentado se distribuyen laxamente, sin formar capas compactas con limites
definidos; y en el cerebelo, las células de Purkinje tienden a acumularse en regiones
subcorticales, mientras que en nimero tanto las células de Purkinje y granulares estan muy
disminuidas. En la neocorteza se ha sugerido que la reelina regula el desarrollo de la placa
cortical funcionando como una sefial de detencion para las células que migran radialmente, ya
que se expresa principalmente en la capa mas superficial y porque in vitro, la reelina detiene la
migracion neuronal e induce que las neuronas se despeguen de la glia radial (D”Arcangelo,
2006). Sin embargo hay varias evidencias que contradicen esta hipotesis:

- en el raton reeler, las células no llegan hasta la zona marginal., sino que, se acumulan a
niveles profundos de la neocorteza.

- en el raton salvaje existe expresién de reelina en capas profundas de la neocorteza
(futuras capas V-VI ) en etapas tardias del desarrollo embrionario y durante el desarrollo
posnatal, cuando todavia hay células destinadas a capas superiores (II-III) en activa migracion

- la expresion ectopica de reelina, bajo el promotor de Nestina en la zona ventricular del
raton reeler, restituye parcialmente el fenotipo normal, a nivel histoldégico y funcional, sin

detener la migracion de células corticales en la region ventricular (Magdaleno y col., 2002).

D’Arcangelo propone la existencia de un gradiente extracelular de reelina en la neocorteza
durante el desarrollo, que podria afectar de forma diferencial a las células en migracién seglin su

concentracion; a bajos niveles la reelina favoreceria la extension del proceso y en consecuencia
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la migracion neuronal en direccion a la superficie pial; a niveles altos, presentes unicamente en la
zona marginal, la reelina podria producir la no adhesion de la fibra de glia radial, induciendo asi

la detencion de las células en migracion (D’ Arcangelo, 2006).

5.4. La reelina en el cerebro adulto

La expresion de reelina en la corteza persiste mucho después de que la corticogenesis se
completa y de que la mayoria de las células Cajal-Retzius han desaparecido. En el cerebro de
mamiferos adultos, la reelina se localiza en algunas células Cajal-Retzius persistentes de la capa
I cortical, en las interneuronas GABAérgicas de las capas II-IV corticales, en las células
granulares del cerebelo y en las del interneuronas del hipocampo. La presencia de células
reelina-positivas en el hipocampo adulto indica que la funcién de la reelina no se limita al
periodo embrionario, sino que puede continuar durante la vida adulta (Fatemi y col., 2000).
Aunque algo controvertido, un estudio reciente demuestra la coexpresion de reelina y DAb-1 en
células de Cajal-Retzius durante el desarrollo cortical, y en las células piramidales corticales en
el SNC adulto, modulando la plasticidad sinaptica y mejorando la induccion y mantenimiento de
la potenciacion a largo plazo. Por otra parte, la reelina es reemplazada en gran medida por la
expresion de reelina de interneuronas GABAérgicas que se dispersan a lo largo del neocortex e
hipocampo en los mamiferos. Los receptores ApoER2, VLDLR y a3f1, esenciales para el
sistema de sefializacion reelina, continuaran produciendo cambios en las proteinas relacionadas
con el citoesqueleto como Dab-1 y activando proteinas cinasas no receptoras, en el cerebro
adulto. Ademas, la reelina también se mantiene en contacto con receptores integrina regulando al
alza la traslacion de ARNm especificos en las espinas dendriticas y aumentando el nimero de
agrupamientos de particulas intramembrana (proteinas transmembrana) en dominios de
membrana postsinapticos.

La reelina, también se expresa en regiones del cerebro donde la plasticidad adulta se lleva a
cabo, como el bulbo olfatorio y el giro dentado, sugiriendo que la reelina regula directamente la
sinaptogénesis. Por ultimo, se ha demostrado que la reelina promueve el aprendizaje asociativo,
y que esta funcion estd mediada por una isoforma del receptor ApoER2 que es capaz de
interactuar con el receptor NMDA de glutamato. Estos datos plantean la posibilidad de que la
reelina module la funcién sindptica en el cerebro tras el parto, y tenga implicaciones en
enfermedades como la esquizofrenia, en la que se han observado bajos niveles de expresion de

reelina.
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5.5. Lareelina en el plasma sanguineo

La reelina también se expresa en el plasma sanguineo (Smalheiser y col., 2000) donde la
alteracion en los niveles de reelina es generalizada en enfermos con esquizofrenia, trastornos del
estado de 4nimo y autismo (Fatemi y col., 2002; Fatemi y col., 2001b). Sin embargo, mientras
que el papel de la reelina ha sido ampliamente estudiado en el cerebro, no existe mucho
conocimiento sobre las posibles acciones de la reelina en el plasma sanguineo, a pesar de que se
sabe que la reelina en plasma es secretada mayoritariamente por los hepatocitos y procesada por
el activador plasmindgeno y la enzima proteasa plasmita (Lugli y col., 2003).

Recientemente, se ha demostrado la presencia de reelina en plaquetas y la importancia que
la interaccion entre reelina y plaquetas tiene en la sefializacion y las funciones plaquetarias. Asi,
Cheng y Tseng (2010), han observado que la reelina extracelular puede interactuar con plaquetas
a través del receptor ApoER2. Y, en linfocitos sanguineos, también se han detectado variaciones
en los niveles de ARNm del receptor VLDLR, pudiendo ser tutil como posible marcador
biolégico de la enfermedad.

Asimismo, se ha sugerido que los niveles de ARNm de los receptores VLDLR y ApoER2
en linfocitos periféricos pueden reflejar los niveles de ARNm del SNC. Para ello, Sullivan y col.
(2006) se apoyan en que los niveles de expresion de varios genes relevantes bioldgicamente son
estadisticamente similares en sangre y en el cerebro. Primero, por que a nivel del transcriptoma
la sangre total comparte importantes similitudes de expresion génica con multiples tejidos del
SNC; segundo, la correlacion media entre las transcripciones presentes tanto en sangre total
como en el SNC es de 0,5 aproximadamente; tercero, cerca de la mitad de un amplio conjunto
de genes candidatos relacionados con la esquizofrenia, se expresan en sangre total y en la corteza
prefrontal; y cuarto, los niveles de expresion de muchos procesos bioldgicos relevantes son

similares entre sangre total y la corteza prefrontal.
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6. Biomarcadores de depresion

Como hemos descrito en el apartado dedicado al tratamiento de la depresion, el retraso en
la accién de los antidepresivos y el porcentaje de pacientes no respondedores ha dado lugar a un
creciente interés en el desarrollo de biomarcadores de eficacia terapéutica en depresion, junto al
estudio de otros posibles biomarcadores de predisposicion, diagndstico y prognosis de la
enfermedad. Existen diversos biomarcadores genéticos, moleculares y bioquimicos de la
depresion aprobados en la actualidad, entre ellos los mas validados repetidamente han sido la
disminucién del SERT en plaquetas y linfocitos, la hipercortisolemia, la hipocolesteremia, la
disminuciéon del BDNF, la disminucion de la fosforilacion de la proteina CREB y el aumento de

interleucina 6 (Rivera-Baltanas y Caruncho , 2010).

6.1. Definicion y uso

Los biomarcadores representan caracteristicas del organismo que pueden medirse y
evaluarse de forma objetiva, obteniendo informaciéon sobre procesos bioldgicos normales,
procesos patoldgicos o respuestas a un tratamiento (Biomarkers Definitions Working Group,
2001).

El interés en la busqueda de marcadores bioldgicos de la depresion ha crecido mucho en las
ultimas décadas. En un primer momento, el estudio de las caracteristicas bioldgicas en los
trastornos mentales se centraba en el nivel de concentracion de neurotransmisores y sus
metabolitos o precursores. Mas tarde, la atencion se desplazd a los sistemas receptores.
Finalmente, desde los afios noventa, el interés se centra en los procesos intracelulares y los
cambios relacionados con el curso de la enfermedad y el tratamiento psicofarmacoldgico. El
conjunto de biomarcadores indicadores de trastornos mentales y de prediccion de respuestas
terapéuticas se centra en las caracteristicas celulares, neuroquimicas, neuroendocrinas, genéticas
y neuroinmunolégicas, que en algunos casos pueden medirse en sangre periférica (Fisar y
Raboch, 2008).

Existen tres grandes vias de aproximacion a la busqueda de biomarcadores de las
enfermedades mentales:

- Gendmica. El genotipado de gran cantidad de polimorfismos en la poblacién permite un
avance en el estudio de la vulnerabilidad genética asociada a las enfermedades. El uso de

endofenotipos (caracteristica facilmente medible a nivel molecular o de comportamiento, que
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puede relacionarse con diferentes tipos de un trastorno, como los subtipos de esquizofrenia)
puede facilitar el descubrimiento de la influencia de factores genéticos en la fisiopatologia de los
trastornos mentales y, por tanto, sugerir nuevas estrategias de intervencién-prevencion (Cannon
y Keller, 2006). Sin embargo, los estudios gendmicos per se no parecen ser suficientes para
mejorar notablemente el diagndstico y las opciones terapéuticas en los trastornos mentales.
Debido al ‘corte y empalme’ alternativo y a las modificaciones post-traduccionales, un solo gen
puede codificar para varios productos de expresion. Por tanto, es necesario también conocer los
productos de la expresion génica (proteinas) y las redes complejas de interaccion entre éstas.

- Proteémica. Consiste en el estudio y comparacion de todas las proteinas producidas por la
célula. Utiliza espectrometria de masas de alto rendimiento para la identificacion de proteinas
que puede revelar los niveles de expresion de éstas, su modificacion postraduccional y las
interacciones proteicas. Las herramientas proteémicas tienen la posibilidad de determinar de
forma cuantitativa y cualitativa proteinas en los patrones de tejido cerebral post mortem, liquido
cefalorraquideo o suero. Al comparar los perfiles de proteina sanas en los estados sanos y la
enfermedad celular.

- Metabdlica. Consiste en el estudio de las moléculas de pequeiio tamafio producidas por el
metabolismo celular; normalmente se lleva a cabo en los fluidos bioldgicos: sangre, orina, saliva,
liquido cefalorraquideo, etc. (Hiinnerkopf'y col., 2007). Siguiendo estas vias de aproximacion, se
han validado diversos biomarcadores de la depresion que resultan de alteraciones genéticas,
neuroquimicas o celulares, que se pueden utilizar en una mejor definiciéon de los diferentes
niveles de la estructura clinica de esta enfermedad (Mdossner y col., 2007).

A continuacién describimos algunas de las principales alteraciones que se han validado

como biomarcadores de depresion.

6.2. Factores neurotréficos y neurogénesis

El desarrollo y mantenimiento del sistema nervioso de los vertebrados requiere del
continuo funcionamiento de un numero de proteinas conocidas como neurotrofinas. Se ha
demostrado que en el cerebro adulto tiene lugar una proliferacién y maduraciéon de neuronas en
lugares discretos, incluyendo el hipocampo y la regién subventricular estriatal. La exposicion a
sustancias psicotropicas o factores estresantes media en este proceso de neurogénesis adulta,
regulando la expresion y funcion de cascadas de factores de crecimiento, lo que sugiere el
posible papel de la neurogénesis en la fisiopatologia de la depresion y otros trastornos del estado

de animo (Nibuya y col., 1999; Kalueff'y col., 2006).
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Entre los factores neurotroficos determinantes esta el factor neurotrofico derivado del
cerebro (BDNF) cuyos niveles se ven reducidos en la depresion. Su papel fisioldgico consiste en
estimular el desarrollo y estabilizacion de las conexiones entre neuronas. El BDNF influye en los
niveles de expresion de reelina, proteina que hemos descrito en el punto anterior, que desempefia
un papel importante en los procesos de plasticidad neural en centros criticos para el aprendizaje y
la memoria, como el hipocampo y la corteza, al igual que en otros componentes del sistema
limbico, como la amigdala (Ringstedt y col., 1998). Ademas, tanto el BDNF como el glutamato
estan implicados en la regulaciéon de la plasticidad sindptica, neurogénesis y supervivencia
neuronal en el cerebro adulto. De hecho, ambas sefiales estan co-reguladas: el glutamato estimula
la expresion del BDNF y éste aumenta el crecimiento y supervivencia de las neuronas (Hartmann
y col., 2001). Existen multiples evidencias de la posible validez del BDNF como marcador
biolégico de la depresion: se observan niveles reducidos de BDNF en sangre en pacientes
depresivos, una correlacion negativa entre los niveles de BDNF en suero y las puntuaciones en la
escala HDRS de pacientes con depresion, e incrementos en la expresion del BDNF en el giro
dentado del hipocampo en sujetos tratados con antidepresivos en comparaciéon con controles

sanos (Mattson y col., 2004; Gonul y col., 2005; Karege y col., 2002; Shimizu y col., 2003).

6.3. CREB

Las diferentes clases de tratamientos a largo plazo en la depresion, incluyendo ISRS e
ISRN, regulan también la expresion de la proteina de unién en respuesta a AMPc (CREB, cAMP
response element-binding, en inglés) De hecho, el nivel de medicién de fosforilacion de CREB
en linfocitos T se ha relacionado con una adecuada respuesta farmacoldégica (Nibuya y col.,
1996; Koch y col., 2002).

Las proteina cinasas PKA y PKC son fundamentales en el funcionamiento de CREB, la
activacion de ambas estd también implicada en la disminucion de CREB fosforilado en sujetos
depresivos, y ademas, el SERT contiene sitios de fosforilacion para las proteina cinasas PKC,
PKA y PKG. Por 1ltimo, el tratamiento crénico con antidepresivos aumenta la produccion de
AMPec intracelular (segundo mensajero en la cascada de CREB) debido a un aumento n la unién
entre la proteina Gsa y la AC. El aumento de AMPc podria aumentar la actividad de PKA, y
ésta, a su vez, reducir la actividad del SERT (Koch y col., 2002; White y col., 2005).
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6.4. Cortisol y colesterol

La hipersecrecion de cortisol y la falta de normalizacion del test de supresion con
dexametasona se han estudiado ampliamente en relacién con la depresion (Roy y col., 1987;
Joyce y Paykel, 1989; Alonso-Fernandez, 1993; Pridmore, 1999; Callagher y col., 2008). Este
test constituye una de las pruebas mas relevantes sobre alteraciones en la regularizacion del
sistema HPA. El 50% de los pacientes muestra no supresion de la secrecion de cortisol después
de la administracion de la prueba de dexametasona. La normalizacion de esta respuesta es un
marcador que correlaciona con la eficacia del tratamiento antidepresivo. El cortisol tiene
multiples acciones, entre las que destaca el incremento de la respuesta fisiologica al estrés. En
situaciones estresantes se elevan los niveles de cortisol, los cuales conducen a una cadena de
fenémenos que, en ultima instancia, proveen de inmediata energia al organismo. Sin embargo,
cuando el cortisol se secreta de forma cronica, pueden producirse secuelas fisiologicas tales
como el incremento de la presion arterial y la supresion inmunoldgica. Se sabe que en los
pacientes con depresion mayor hay un aumento general de la actividad del eje HPA. La presencia
de niveles elevados de cortisol de manera permanente, a consecuencia de una respuesta de estrés
sostenida, provoca un aumento sustancial en la recaptacion de 5-HT, lo que reduce el nivel de 5-
HT en la hendidura sinaptica. Ello podria ser corregido por los farmacos antidepresivos, pero no
debemos olvidar que la eficacia de éstos no se observa tras su administracion aguda, lo que lleva
a pensar que su actividad terapéutica no se debe solamente a la accién del farmaco sobre su
diana, sino a cambios compensatorios que se producen a mas largo plazo. Niveles bajos de
colesterol se han asociado con suicidios y trastornos del estado de 4nimo (Martinez-Carpio y
col., 2008). De hecho, hay una correlaciéon clara entre niveles bajos de colesterol y una alta
puntuacion en la HDRS de sintomas depresivos (Rafter, 2001). Se ha destacado la importancia
que las alteraciones lipidicas pueden tener en la etiologia de la depresion y se ha propuesto que
una dieta rica en &cidos grados poliinsaturados podria utilizarse conjuntamente con la

medicacion antidepresiva en el tratamiento de la depresion (Ross y col., 2004).

6.5. Transportador y receptores de 5-HT

La hipotesis monoaminérgica de la depresion postula que la depresion se origina por una
deficiencia en los sistemas serotoninérgico y noradrenérgico. Ensayos de unién han demostrado
una importante disminucion del nimero de DAT en la membrana de plaquetas y linfocitos, lo
que se considera como uno de los biomarcadores de depresion mas ampliamente demostrados
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(Mdossner y col., 2007). Asimismo se ha sugerido que algunos compuestos con posible accion
antidepresiva, como la nicotina, pueden ejercer sus efectos terapéuticos mediante una accion
indirecta sobre sistemas monoaminérgicos (Vieyra-Reyes y col., 2009). Es de interés destacar
que numerosos estudios han obtenido evidencias de que podrian existir diferencias en la
actividad de SERT entre la depresion unipolar y bipolar (Manji y col., 1999; Pefia y col., 2005;
Stockmeier, 2003). Ademaés, la presencia del polimorfismo 5-HTTLPRs del gen que codifica
para SERT en su region promotora aumenta la vulnerabilidad de sufrir, dentro de un contexto
estresante, un trastorno unipolar, pero no bipolar (Ghaemi y col., 2004; Smeraldi y col., 2006).
Ensayos de uniéon en membranas de distintas areas cerebrales también han demostrado
alteraciones diferentes en la expresion de SERT y NAT entre depresion unipolar y bipolar
(Mandelli y col., 2007; Cannon y col., 2007).

Por otro lado, se han intentado relacionar las diferencias sintomatologicas entre ambos
subtipos, principalmente la agitacion psicomotriz y el estado de animo elevado, expansivo e
irritable, con las bases neuroquimicas que las sustentan con el fin de poder establecer diferencias
entre ambos subtipos y seleccionar el tratamiento mas adecuado. Parece que en la depresion
bipolar la desinhibicién psicomotora estd altamente ligada a la actividad catecolaminérgica,
mientras que esto no se observa en la depresion unipolar.

Finalmente, dada la gran heredabilidad de los trastornos bipolares, el interés se ha centrado
en encontrar aquellos genes o polimorfismos que puedan contribuir a la diferenciacion
unipolar/bipolar. Aunque se han descrito multiples factores genéticos implicados, los efectos de
éstos son modestos hasta el momento (Kaplan y Lester, 1994).

Polimorfismos del gen que codifica para el transportador de la 5-HT también se han
asociado a una respuesta diferente al tratamiento con antidepresivos. Este gen presenta una
variacion comin en su region promotora que da lugar a dos polimorfismos funcionales, la forma
corta ‘s’ y la larga ‘I’. La forma ‘I’ se asocia a una mayor expresion del SERT y parece existir
una asociacion entre la presencia de polimorfismos ‘I’ y una mejor respuesta al tratamiento
(Kendler y col., 2005).

El aumento de los niveles de SERT en plaquetas y linfocitos que se tiende a observar con el
tratamiento antidepresivo también correlaciona con la mejora en las escalas clinicas de depresion
(Murphy y col., 2003; Lima y Urbina, 2002).

Ademas de SERT, varios receptores serotoninérgicos muestran cambios en depresion. El
receptor 5-HT 4, 5-HT2a, 5-HT2c, 5-HTe, 5-HT7, mientras que no se han encontrado variaciones
firmes en los receptores 5-HTg, 5-HTp, 5-HT g y SHT4 (Lemonde y col., 2003; Arranz y col.,
1994; Pandey y col., 2003).
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El receptor que actualmente estd recabando mas interés es el 5-HT»a, tras encontrar una
fuerte asociacién de este receptor con otros trastornos como la esquizofrenia y el trastorno

bipolar (Pandey y col., 2003), ahora se estudian sus posibles variaciones en la depresion.

6.6. Vitaminas

Otros posibles biomarcadores de prognosis en depresion pueden ser los niveles de acido
folico y la vitamina B12. Una dieta pobre de 4cido f6lico podria suponer un factor de riesgo en el
desarrollo de una depresion grave, ya que se han relacionado los bajos niveles de acido folico y
la pobre respuesta a los tratamientos antidepresivos; ademas, existen correlaciones negativas
entre la duracion del episodio depresivo y los niveles de acido folico y vitamina B12 (Alpert y

col., 2003).

6.7. Interleucinas

Los marcadores inmunoldgicos de depresion a los cuales més se ha prestado atencion son
el aumento de los niveles en suero de las interleucinas 6 y 2R (Zeugmann y col., 2010).

La interleucina 6 regula el sistema HPA y su secrecion es estimulada por fendmenos
estresantes fisicos o psicoldgicos (Miyahara y col., 2000). Aunque un estudio ha mostrado que su
inyeccion intraperoneal da lugar a un aumento de los niveles cerebrales de triptofano y del
metabolismo de la 5-HT (Wang y Dunn, 1999), lo que en principio no estaria de acuerdo con las
hipétesis clasicas de la depresion, otros experimentos han indicado que existe una correlacion
inversa entre la produccion de interleucina 6 y los niveles de triptofano en pacientes con

depresion (Maes y col., 1993).

6.8. Presente y futuro de los biomarcadores de la depresion

Como hemos visto, existen una serie de alteraciones genéticas, moleculares o bioquimicas
que podrian utilizarse como marcadores bioldgicos de la depresion. Una revision mucho mas
completa es la recientemente escrita por Mdssner y col., (2007), por encargo de la Federacion
Mundial de Sociedades de Psiquiatria Bioldgica, y el libro editado por Pariante y col., (2009), en
el que se refleja una aproximacion a la investigacion traslacional de la neurobiologia de la

depresion.
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En todo caso, cabe preguntarse en qué medida puede ser aplicable a la practica clinica
diaria el conocimiento de los distintos biomarcadores de la depresion a los que nos hemos
referido. En buena logica, lo que se querria en la practica clinica seria la utilizacién de un test
biologico rapido (y de un coste asequible) que fuese de ayuda para realizar un diagndstico mejor
y una eleccion terapéutica adecuada, sobre todo teniendo en cuenta que el efecto antidepresivo
de los farmacos de uso comin en este momento no se manifiesta de manera patente hasta varias
semanas después del comienzo de la medicacién, y considerando la existencia de un porcentaje
importante de pacientes que no responden de manera adecuada a dicho tratamiento.

En este sentido, estudios de polimorfismos genéticos que puedan asociarse a una mejor o
peor respuesta a un farmaco, o a un ajuste adecuado de su dosis, seran los que posiblemente
lleguen a utilizarse en primer lugar en la practica clinica (Lin y col., 2008; Drago y col., 2009;
Hortmann y Binder, 2009; Schlosser y Kasper, 2009). El hecho de que varios de los
biomarcadores enumerados se muestren como alteraciones diferentes en depresion unipolar o
bipolar posibilita su utilizacion para llegar a un diagnéstico mas preciso y acertado. De hecho, el
interés podria radicar no sélo en distinguir entre la depresion unipolar y bipolar, sino en poder
diferenciar distintos subtipos en correlacion con las sintomatologias descritas en el DSM-IV-TR.
Algunas de las cuestiones generales que se planteaban en el disefio de la quinta edicion incidian
sobre estos temas, aunque muy probablemente tenga que esperarse a ediciones posteriores del
DSM para que se reflejen en el mismo.

Los biomarcadores de vulnerabilidad o predisposicion a la depresion, en realidad,
representan “el nimero de billetes de loteria comprados, teniendo en cuenta que el premio de
ésta seria el sufrir depresion mayor”. Lo que queremos indicar es que los biomarcadores de
vulnerabilidad constituyen marcadores de probabilidad, pero no patognémicos, de la depresion.

Se puede entender que los mejores biomarcadores serian aquellos directamente
relacionados con la etiopatogenia o, en un sentido ‘mecanistico’, con la fisiopatologia de la
depresion. No es de extrafiar, por tanto, que numerosos trabajos se centren en el estudio de
alteraciones de sistemas neuronales que sean el resultado de defectos genotipicos, de expresion
génica (cuantitativa o funcional), que puedan afectar a diversas redes nerviosas implicadas sobre
todo en el control de lo que se conoce como cerebro emocional, principalmente el sistema

limbico en general y la amigdala en particular.

Se han demostrado numerosas alteraciones genéticas, moleculares y bioquimicas que

posiblemente representen un componente esencial de los mecanismos neurobiologicos de la
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depresion. El reto estriba en la validacién de algunas de estas alteraciones como posibles

biomarcadores de la depresion y, sobre todo, en buscar una utilidad clinica de éstos.
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Justificacion y Objetivos

La depresion es una enfermedad de elevada prevalencia y etiopatogenia desconocida, una
enfermedad psiquiatrica discapacitante, a menudo cronica, que afecta al individuo, a su familia y
a la sociedad en su conjunto (Pincus y Pettit, 2001; Judd y col., 2002). En la practica clinica
psicopatologica la etiqueta de depresion es el diagnostico mas comun, convirtiéndose en el
problema principal en atencion primaria con estimaciones de prevalencia entre el 5 y el 13%
(Panzarino, 1998; O’"Connor, 2009). Debido a su naturaleza altamente prevalente y recurrente es
una de las enfermedades mas costosas a nivel mundial tanto en términos de gasto sanitario como
en horas laborales dedicadas en la sociedad occidental. Sin olvidar su elevada comorbilidad con
otros problemas médicos, especialmente enfermedades cardiovasculares, que intensifica en gran
medida la mortalidad, morbilidad y costes asociados (Gelenberg, 2010).

Es una enfermedad comiin pero grave, y la mayor parte de quienes la padecen necesitan
tratamiento para mejorar. La terapéutica de la depresion se basa principalmente en el uso de
inhibidores selectivos del transportador de serotonina, o bien, de inhibidores de los
transportadores de dopamina y noradrenalina (Nestler, 2006; Mathew, 2008; Millan, 2009). Sin
embargo su eficacia sélo alcanza el 60-70% de los pacientes, mientras que tan solo el 56% de los
pacientes sigue cumplimiento con el tratamiento tras los tres primeros meses desde su
implantacion (Mathew y Charney, 2009). Si a ello unimos la complejidad para llevar a cabo el
diagnostico y establecer el tratamiento adecuado al paciente, parece claro que la clinica necesita
una medida objetiva de depresion que sirva como complemento, permitiendo establecer
diagnosticos tempranos de la enfermedad, ajustando el tratamiento a lo largo de su curso y
desarrollando tratamientos individualizados.

En depresion mayor, los niveles de expresion de reelina muestran una tendencia a la baja
aunque generalmente son mas sutiles que en esquizofrenia y trastorno bipolar (Impagnatiello y
col., 1998; Guidotti y col., 2000; Fatemi y col., 2001a), mientras que en modelos animales de
depresion se evidencia una reduccion de reelina en la capa granular del giro dentado (Lussier y
col.,, 2009). También se conoce que la adicion de reelina recombinante a muestras de
sinaptosomas corticales induce la expresion de algunas proteinas (Caruncho y col., 2004), cuyo
proceso depende de la unién de la reelina con integrinas presentes en membranas postsindpticas
que podria resultar en alteraciones en agrupamiento de proteinas en 4reas postsindpticas y
presinapticas modificando determinados procesos de transduccion de senales.

Dados los defectos en la expresion de reelina en depresion mayor, las posibles variaciones
en el grado de agrupamiento de proteinas en determinados dominios de membrana, y que la

principal diana terapéutica en depresion es el transportador de serotonina (SERT), proponemos
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estudiar la distribucién de los agrupamientos de SERT como posible biomarcador de depresion y
sus posibles implicaciones en el diagndstico y tratamiento de la enfermedad. Secundariamente,
analizaremos el agrupamiento del receptor 5HT,n de serotonina en muestras de sangre
periféricas, linfocitos, dada la importancia que en la literatura se le ha otorgado en relacion con el
funcionamiento del sistema serotoninérgico y sus implicaciones en los trastornos mentales,
especialmente con la esquizofrenia, aunque también se han encontrado evidencias de su papel en

los trastornos depresivos (Lima y Urbina, 2002; Magnani y col., 2004; Fazzino y col., 2008).

La presente Tesis se propone los siguientes objetivos:

1. Estudiar si en modelos animales de depresion hay un defecto en el
agrupamiento de SERT en determinados dominios de membrana en muestras
periféricas (linfocitos). Para ello nos proponemos analizar las alteraciones observadas
en el agrupamiento de SERT en linfocitos de Reln”" y Reln” en comparacién con
Reln™™

2. Estudiar la distribucion de los agrupamientos de SERT en la membrana de
linfocitos y analizar sus posibles variaciones en la poblacién control.

3. Analizar en linfocitos de pacientes depresivos posibles diferencias en
agrupacién de SERT que se vean afectadas por la presencia de trastorno del estado de
animo y estudiar las posibles correlaciones de sus alteraciones con datos clinicos.

4. Analizar en linfocitos de pacientes depresivos posibles diferencias en
agrupacion del receptor 5-HT,a que se vean afectadas por la presencia de trastorno
del estado de animo y estudiar las posibles correlaciones de sus alteraciones con datos

clinicos.
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Material y Métodos

1. Modelo animal experimental : el raton reeler

Para realizar nuestro estudio de identificacion y caracterizacion del agrupamiento de SERT
en dominios especificos de membrana en linfocitos, hemos utilizado un modelo animal conocido
como raton mutante reeler. En concreto, hemos usado ratones homocigotos reeler (Reln™),
ratones heterocigotos haploinsuficientes reeler (Reln™") y ratones de fenotipo salvaje (Reln™™),
obtenidos en nuestro laboratorio a partir de parejas reproductoras heterocigotas de la cepa
B6C3Fe-a/a-Reln™" (Jackson Laboratory, Bar Harbor, Maine, USA).

Nuestra colonia de ratones se ha mantenido en el animalario de la Facultad de Biologia de
la Universidad de Santiago de Compostela (USC) en condiciones de estabulacion
convencionales, ciclos de 12 horas de luz (8h-20h) y 12 horas de oscuridad (20h-8h), dieta
estandar y agua ad libitum. La edad de los ratones seleccionados para el estudio era de unos 3
meses aproximadamente y el peso promedio de 30,70 g. Los ratones utilizados se seleccionaron a
partir del conjunto de crias que nacieron casi al mismo tiempo.

Todos los experimentos han sido realizados siguiendo la legislacion espafiola sobre
“Proteccion de los Animales Utilizados para Experimentos y Otros Propositos Cientificos”, de
acuerdo con las normas de la Unioén Europea (O.J. de E.C. L358/1 18/12/1986) y el Real Decreto
del 14 de Marzo de 1988 (233/1988/BOE). Los protocolos utilizados también han recibido la

aprobacion del comité ético de la Universidad de Santiago de Compostela.

1.1.  Extraccion de ADN genomico para genotipar

La extraccion de ADN se realizé a partir de la cola de cada raton, obteniendo fragmentos
de cola de 3-5 mm. Se procedi6 a la digestion de dichos fragmentos de cola con 250 ul de
tampon de lisis (Tabla I) que contenia 2 pl del enzima Proteinasa K 20 mg/ml (Gibco 25530-
015). Las muestras se incubaron a 55 °C en agitacion durante toda la noche al bafio maria.
Después de la incubacion, se afiadioé en cada tubo 1,5 pul de ARNasa (preparada 4mg/ml) por
cada 10mg de tejido, los tubos se agitaron y se introdujeron de nuevo en el bafio durante 45-60
minutos mas a 37°C. El ADN se extrajo dos veces, primero, con un volumen igual de fenol-
cloroformo-alcohol isoamilico (25:24:1 v/v), agitando los tubos de manera enérgica hasta
conseguir un liquido homogéneo y centrifugando durante 5 minutos a 14000 x g a temperatura
ambiente, y otra vez con un volumen igual de cloroformo centrifugando los tubos a 14000 x g

durante 5 minutos para precipitar los fragmentos de tejido no digeridos. Se recogio la capa
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superior a un nuevo tubo y se precipité el ADN con dos volimenes de etanol. Se centrifugo6 a
14000 x g a 4° C durante 30 minutos y se descarté el etanol obteniendo el precipitado.

A continuacion, se afiadieron 100ul de alcohol de 70% y se centrifugd a 14000 x ga 4° C
durante 15 minutos. Finalmente, se eliminé el sobrenadante y se dejo secar el sedimento de ADN
durante unos minutos al aire, que se resuspendié posteriormente en agua bidestilada estéril. Las

muestras se conservaron en el congelador a -20° C.

Tabla I: Tampon de lisis para la extraccién de ADN (concentraciones finales)

Composicion Concentracion final Concentraciéon StockVolumen final (100 ml)
Tris-HCI pH= 8 50 mM 1 mM 5 ml
SDS 0,5 % 1% 50 ml

NacCl 0,1 M 5M 2 ml

EDTA 2,5mM 0,5M Sml

Agua Bidestilada 38 ml

El ADN gendmico obtenido se utilizé para el genotipado de los ratones mediante la técnica

de reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) como describe previamente D’ Arcangelo (1995).

Los cebadores oligonucledtidos utilizados fueron los siguientes:

5'-TAA GTC TCT CTG CTC ACT CC-3'

3'-ACA GTT ATA AAC TAA GAC TC-5'
3'-TGC ATT AAT GTG CAG TGT TGT-5S’
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1.2.  Amplificacién de los marcadores génicos mediante la reaccion en cadena de la

polimerasa (PCR)

Una vez amplificados por PCR los fragmentos génicos, estos se analizaron mediante
electroforesis en gel de agarosa para visualizar las bandas de ADN obtenidas. El gel se compone
de agarosa al 2% disuelta en tampon de electroforesis (TBE) y bromuro de etidio a una
concentraciéon de 0,5 pg/mL. El bromuro de etidio va a permitir visualizar el ADN bajo luz

ultravioleta (Tabla II).

Tabla II: Tampon de electroforesis (TBE) 1X

Tris Base 240 g

Acido acético glacial 57,1 mL

EDTA 0,5 M pH 8,0 100 mL

Agua bidestilada csp 1.000 mL

Diluir 1:50 con agua destilada estéril antes de utilizar.

La agarosa se disolvié en tampon TBE en un matraz Erlenmeyer, calentando la mezcla
hasta ebullicién en un horno microondas. A continuacion, la solucién se dejé enfriar hasta una
temperatura aproximada de 50°C y se afiadieron 0,5 pg/mL de bromuro de etidio. Finalmente, el
gel se vertid en el soporte del gel y se introdujo el peine formador de pocillos. Se dejo
polimerizar durante unos 30 minutos y una vez polimerizado, el peine se retird cuidadosamente y
se afiadié un volumen de tampoén de electroforesis TBE suficiente para cubrirlo totalmente,
quedando asi listo para depositar las muestras en los pocillos.

Los productos de PCR (10 pl) se mezclaron con 2 pl de soluciéon de carga (p) y se
depositaron en los pocillos del gel. En todos los ensayos se depositd, en uno de los pocillos, un
patrén en blanco.

La electroforesis se realiz6 manteniendo un voltaje constante (120 V) durante un tiempo de
aproximadamente 30 min. Finalizada la electroforesis, las bandas de ADN se visualizaron en el
gel utilizando un transiluminador de luz ultravioleta.

Las muestras de ADN de los ratones de fenotipo salvaje generaron una banda de 266 pb
(pares de bases), mientras que las muestras de ADN de los ratones homocigotos reeler generaron

una banda de 363 pb, y las muestras de ADN heterocigoto produjeron ambas bandas.
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1.3.  Obtencion de linfocitos

Los ratones fueron anestesiados mediante una inyeccion intraperitoneal (IP) de hidrato de
coral al 15%. Las muestras sanguineas se obtuvieron a partir de las Orbitas después de la
enucleacion ocular y los animales fueron sacrificados mediante dislocacion cervical. Este
proceso nos permitid conseguir mas de 1 ml de sangre por animal, con anticoagulante ACD
(85mM de citrato sodico, 65 mM de acido citrico, 111mM de glucosa anhidra), en una
proporcion 1:6 (v/v). Las muestras de sangre se diluyeron 1:1 en NaCl al 0,9% y se centrifugaron
en un gradiente de Percoll a 400 x g durante 25 minutos a temperatura ambiente. A continuacion,
se retird la capa de linfocitos situada en la interfase evitando extraer el Percoll situado debajo y
se coloco en tubos nuevos. Los linfocitos se resuspendieron en NaCl y se centrifugaron a 200 x g
durante 10 minutos a temperatura ambiente. Después de repetir este proceso los linfocitos se
resuspendieron en 1 ml de solucion salina y fueron fijados durante 1 minuto en una solucion de
paraformaldehido en tampén fosfato al 1% a temperatura ambiente. Finalmente, las células

fueron guardadas durante una semana a 4° C en 1ml de solucion salina.
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2. Estudio en sujetos humanos

Este estudio se disefio con el objetivo de analizar en muestras periféricas de sangre,
concretamente en linfocitos, posibles relaciones entre la agrupacion del transportador SERT y la
presencia de trastornos del estado de animo, asi como analizar las posibles correlaciones de sus
alteraciones con datos clinicos. Para ello se disefio un estudio no intervencionista, observacional,
prospectivo, longitudinal y comparativo con pacientes diagnosticados con trastorno del estado de
4nimo y sujetos control sanos.

Los pacientes fueron reclutados en el 4area sanitaria de Vigo durante el periodo
comprendido entre Marzo de 2008 y Octubre de 2009. Los criterios para la inclusiéon de los
pacientes fueron: tener mas de 18 afios de edad, tener un trastorno del estado de animo segln el
criterio DSM-IV-TR (APA 2000), no presentar otro trastorno psiquiatrico, patologias
neurolégicas, médicas o historia de traumatismo craneoencefalico, entrar en el estudio iniciando
un tratamiento psicofarmacologico (siendo pacientes “naive” al inicio) y, en las mujeres, no estar
embarazada o en periodo de lactancia. Para la seleccién de los pacientes se contd con la
colaboracion del personal del Hospital Meixoeiro y del Centro de Salud de Coia de Vigo,
teniendo conocimiento de las caracteristicas que debian cumplir los pacientes. Del total de
individuos que cumplieron las condiciones del estudio, se recogieron datos sociodemograficos y
clinicos.

La severidad de los sintomas depresivos fue basicamente evaluada usando la Hamilton
Depression Rating Scale (HDRS) Hamilton, 1960), con una puntuacién total minima de 16 como
criterio de inclusion, y la Escala de Autoevaluacion de la Anhedonia (EAA) (Olivares, Berrios y
Bousofio, 2005). Durante la primera entrevista se recogieron los datos de los cuestionarios
sociodemografico y clinicos, incluyendo los datos de las escalas HDRS y EAA. A los pacientes,
también, se les extrajo una muestra de sangre, previo consentimiento informado.

En la segunda entrevista, 8 semanas después de haber iniciado el tratamiento antidepresivo,
se aplicaron de nuevo la EAA y la HDRS, y se realizd6 una nueva analitica. Todos los
cuestionarios y las escalas son recogidos por la misma persona evaluadora (ciega al tratamiento
farmacolégico prescrito).

Por su parte, el grupo control lo formaron individuos sanos donantes cuyas muestras se
procesaron en el Centro de Transfusiones de Galicia en Santiago de Compostela. El grupo estuvo
compuesto tanto por hombres como por mujeres mayores de 18 afios. De estos individuos se

recogieron datos sociodemograficos, de habitos toxicos y otros antecedentes patoldgicos.
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Ninguno de ellos presentaba trastorno del estado de animo ni ninguna otra enfermedad mental, y
fueron excluidos aquellos individuos que consumian sustancias de abuso. Las muestras control
se recogieron entre Octubre del 2008 y Mayo de 2009.

De cada individuo se obtuvo un consentimiento informado escrito.

El estudio fue aprobado por el Comité Etico de la Universidad de Compostela, de acuerdo
con las siguientes consideraciones éticas: El grupo de investigacion se comprometid a respetar
los principios de la Declaracion de Helsinki, debiendo desarrollar el estudio de acuerdo con el
protocolo y con procedimientos normalizados de trabajo que aseguren el cumplimiento de las
normas de Buena Practica Clinica (GCP), tal como se describe en las Normas Tripartitas
Harmonizadas de la ICH para Buena Practica Clinica 1996. El protocolo, el formulario de
consentimiento informado propuesto, fueron revisados por un Comité Etico de Investigacion
Clinica (CEIC)/ Comité de Etica Independiente (CEI). Cualquier modificacién del protocolo, que
no fueran cambios administrativos, ha sido siempre presentada como una enmienda al protocolo
con la debida aprobacion de dicho comité. La confidencialidad de los datos de cada paciente ha
sido respetada en todo momento. Los datos originales han sido conservados en el centro de salud
y solo han tenido acceso los investigadores del estudio y la/s persona/s encargada/s de su

monitorizacion, o en caso de inspeccion por parte de las Autoridades Sanitarias Espafiolas.

2.1. Datos sociodemograficos y clinicos

Para el estudio se efectiio un control de las siguientes variables sociodemograficas: edad,
sexo, estado civil, situacion laboral y nivel de estudios. En el grupo de pacientes se efectio,
ademds, un control de las siguientes variables clinicas: diagndstico (incluye diagndsticos en el
Eje I, I, III, IV y V), patréon melancdlico, informacion sobre presencia o ausencia fases previas,
historia de conducta suicida, fases maniacas, estacionalidad, sindrome premenstrual en las
mujeres, antecedentes psiquiatricos familiares (primer y segundo orden de depresion, otro
tratamiento psiquiatrico y alcoholismo-téxicos), pérdida o separacion parental.

Todas estas variables fueron analizadas, para evitar posibles efectos contaminantes en el

analisis de los resultados.

2.2. Obtencién de linfocitos
Las muestras de sangre se tomaron en el centro de salud entre las 8 y 9 a.m., para ello se

utilizaron tubos BD Vacutainer® ACD-A (REF.: 36446). Se trata de tubos de extraccion de
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sangre especiales indicados para la separacion celular especifica, contienen 1,5 ml de ACD [A-
citrato trisddico (22 g/1), acido citrico (8 g/l), y dextrosa (24,5 g/1)] como anticoagulante y tienen
capacidad para 8,5 ml de sangre. A cada sujeto se le extrajeron tres tubos de sangre.

Para la separacion de los distintos componentes de la sangre y la obtencion de linfocitos se
utilizé un método de separacion por centrifugacion en gradientes de Ficoll-Paque® (Pharmacia
Biotech). La separacion por centrifugacion da lugar a una migracion diferencial provocando la
formacion de capas de los distintos tipos celulares. En la capa mas profunda se situan los
eritrocitos que han sido agregados por el Ficoll y han sedimentado completamente, la capa
superior estd formada mayoritariamente por granulocitos y en la capa intermedia, debido a su
baja densidad, se mantienen los linfocitos.

En primer lugar se diluy6 la sangre en una proporcion 1:1 en solucion salina a partir de dos
disoluciones A (Glucosa D-anhidra 0,1%, CaCl;x 2H,O 5.0x10° M, MgClyx 6H,O 9,8)(10'4
M, Kcl 5,4x10° M, TRIS 0,145 M) y B (NaCl 0,14 M). Para conseguir la solucion final se
mezclaron 9 volumenes de solucion B con un volumen de soluciéon A. En segundo lugar, se
genero el gradiente de Ficoll (4 ml de sangre sobre la capa de 3 ml de Ficoll) y las muestras se
centrifugaron a 400 x g durante 25 minutos a temperatura ambiente. Finalizada la centrifugacion,
se retird la capa de linfocitos y se transfirio a un tubos nuevos de centrifuga afiadiendo un
minimo de 3 volimenes de solucion salina. A continuacion, se resuspendieron las células y se
centrifugaron de nuevo a 200 x g durante 10 minutos, este paso se repitid dos veces, y
finalmente, se retird el sobrenadante que se diluyé en 1 ml de solucion salina. Los linfocitos se
fijaron en paraformaldehido al 1% durante 1 minuto y, una vez fijados, se conservaron a 4°C

durante una semana.
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3. Meétodos analiticos

3.1. Analisis de las proteinas mediante Western Blot

En nuestro estudio hemos utilizado la técnica de Western Blot para detectar la proteina de
interés, el transportador de serotonina SERT, en linfocitos de raton y en linfocitos humanos, y
comprobar asi la especificidad del anticuerpo seleccionado para el reconocimiento de SERT.

Para ello se utilizo el sistema de western blot en minigeles (Mini-PROTEAN Tetra System
de BioRad), siguiendo las instrucciones del fabricante. Las soluciones y sustancias especificas

también fueron adquiridas a través de esta casa comercial.
3.1.1. Preparacion de las muestras
Las muestras que se han utilizado para esta determinacion han sido homogenados de
poblaciones linfocitarias de raton y donantes sanos, obtenidos como se describe en el apartado de

procedimiento experimental referente a la extraccion linfocitaria.

Extraccion de proteina

Los linfocitos fijados y conservados a 4°C fueron descongelados lentamente sobre hielo,
(todas las manipulaciones se realizaron a 4°C, trabajando sobre hielo, para evitar la degradacion
proteica) y homogeneizados. Para ello se afiadi6 el tampdén de lisado TRIS/NaCl con PMSF,
EDTA, DAS y un coctel de inhibidores de proteasas (Roche), unos 200 pl por muestra (1 ml de
tampon por 1 gr de muestra), sobre el tapiz de linfocitos y se resuspendié con una pipeta Pasteur
hasta conseguir un homogeneizado celular. El homogeneizado se centrifugd a 400 x g durante 20
minutos a 4° C, a continuacion se retird el sobrenadante y se afiadio el tampon de precipitar
(50% Etanol, 25% Metanol y 25% Acetona), 6 volimenes de tampon a cada volumen de
sobrenadante, dejando las muestras a -20°C durante 24 horas. Por ultimo, se resuspendi6 la
proteina en tampon D y se centrifugd a 200 x g durante 10 minutos a 4°C, se elimino el
sobrenadante y de nuevo se resuspendio la proteina en tampén D.

Las soluciones necesarias para la extraccion de la proteina se especifican a continuacion

(Tablas IIL, IV y V).
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Tabla III: Tampon de lisis

Composicion Concentracién final Concentracién en stock  Volumen final (10ml)
NaCl 150 mM 5M 300 pl
Tris 50 mM 1M 500 ul
PMSF 1 mM 100 mM 100 pl
NP-40 1% 10% 100 pl
DAS 0,5% 10% 500 pl
EDTA 5mM 5M 10 ul
Aprotinina 1 pg/ml 1 mg/ml 10 pl
Leupeptina 1 pg/ml 1 mg/ml 10 pl
Tabla IV: Tampoén de precipitar
50% Etanol
25% Metanol
25% Acetona
Tabla V: Tampon D
Composicion Concentracion final Concentracion en stock  Volumen final (100 ml)
Glicerol 20 % 20 ml
Hepes pH 7.9 20 mM M 2 ml
KClI 100 mM 0,3M 33,3ml
EDTA 0,2 mM 0,5M 0,04 ml
DTT 0,5 mM 1M 50 ul

Una vez extraida la proteina se cuantificd su concentracién mediante espectrofotometria,
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obteniendo una concentracion aproximada de 2pg/ul. Se calcularon los pg de proteina necesaria
para cargar en cada pocillo del gel y se afiadieron junto con el tampoén de carga, hasta alcanzar
un volumen final de 20ul. El homogenado se almacend a -80°C hasta su posterior analisis por

Western blot. Como control positivo se utiliz6 homogenado de cerebro de raton.
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Preparacion de geles

Se prepararon dos tipos de geles: el gel de separacion (parte inferior) y el gel
concentrador (parte superior). El porcentaje de acrilamida fue del 10% dado que SERT presenta
un tamafio aproximado de 76 kDa. En la Tabla VI se muestran las disoluciones que se

afladieron, su orden y los voliimenes exactos para obtener los geles:

Tabla VI: Gel separador y gel concentrador

Composicion GEL SEPARADOR (10%) GEL CONCENTRADOR (4%)
H,0 mili Q 3,9 ml 3 ml
Tris 0,5 M pH 8,8 3,1 ml -

Tris 0,5 M pH 6,8 --- 1,25 ml
Acrilamida/Bis 30% 4 ml 650 ul
SDS 10% 125 ul 50 pl
TEMED 6,25 pl 5ul
APS 188 ul 0pl

En primer lugar se prepard el gel separador y se introdujo con una pipeta Pasteur entre los
cristales encajados en el soporte de geles. Una vez alcanzada la altura deseada se afiadié
isopropanol en la parte superior como aislante y se dejé polimerizar durante 45 minutos.
Polimerizado el gel separador, se extrajo el isopropanol y se preparo el gel concentrador, que se
afiadi6 sobre el primer gel, colocando los peines en la parte superior. Se dejé polimerizar el gel
durante unos 20 minutos a temperatura ambiente hasta que polimeriz6 totalmente y se retiraron
los peines, quedando visibles los pocillos de carga. A continuacién, se introdujeron los geles en

la cubeta de electroforesis y se afiadio el tampodn de recorrido.

Tabla VII: Tampo6n de recorrido SX

T ris 75¢g
Glicina 36 g
S DS 25¢g
H ,0dd, hasta 500 ml

(Concentraciones tras diluciéon 1/5: 0,0025 M Tris; 0,192 M Glicina; 0,1% SDS, pH 8,3).
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Una vez preparado todo el sistema, con la ayuda de una micropipeta se cargaron las
muestras motivo de estudio en su pocillo correspondiente. En cada pocillo se introdujo un
volumen maximo de carga de 20 pl con 60 g de proteina, a una concentracion final de 2pg/ul,
y con el marcador de peso molecular (ProSieve, Lonza).

Se conecto la cubeta a una fuente eléctrica con voltaje constante de 70 V. Una vez que las
muestras pasaron el gel concentrador y, en consecuencia estaban compactadas y penetrando en el
gel separador, se aument6 el voltaje a 120 V. Las muestras en el gel se dejaron migrar en estas
condiciones hasta alcanzar la parte inferior del gel separador.

Transcurrido el tiempo suficiente para la separacion de proteinas, se detuvo la
electroforesis. De forma inmediata, los geles se dispusieron en el sistema de electrotransferencia
en contacto con la membrana PVDF, al que fueron transferidas las proteinas del gel, y se afiadi6

el tampon de electrotransferencia (Tabla VIII).

Tabla VIII: Tampon de electrotransferencia

Tris 582¢g

Glicina 293 g

SDS 3,75 ml de 10% SDS
Disolver en 500 ml de H,04q

Metanol 200 ml

H,044, hasta 1000 ml

(40 mM Tris, 39 mM Glicina, 20% Metanol, 0,0375% SDS, pH 9,2)

Para iniciar la transferencia el sistema se conecté a la fuente eléctrica con un voltaje
constante de 200 V durante 2 horas, una vez transferidas las proteinas se recogieron las
membranas y se lavaron en TBS-T 1X durante 5 minutos. Para asegurarnos de que la
transferencia fue correcta, se tifieron las membranas con una disolucion de rojo Ponceau,

realizando posteriormente 2 lavados con TBS-T 1X (15ml/membrana) de 5 minutos (Tabla IX).
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Tabla IX: Solucion colorante rojo Ponceau.

PonceauS 0,5¢g
Acido acético glacial 10 ml

Agua miliQ, hasta 100 ml

El siguiente paso fue el bloqueo de las membranas con una soluciéon TBS-T + 4% leche en
polvo descremada y BSA al 1% durante 2 horas a temperatura ambiente en agitacion. Una vez
bloqueadas, se hicieron 2 lavados de 5 minutos en TBS-T y se pusieron en contacto con el
anticuerpo primario diluido en TBS-T + 1% de leche en polvo descremada toda la noche a 4°C
en agitacion. Se utilizo6 el anticuerpo policlonal anti-SERT de conejo (AB9322, Chemicon) a la
concentracion de 1:100. Tras la incubacion se lavaron las membranas 2 veces (15 minutos cada
una) en TBS-T a temperatura ambiente en agitaciéon y se afiadié el anticuerpo secundario en
TBS-T + 1% de leche descremada, un anticuerpo secundario anti-conejo ligado a la HRP, a la
concentracion de 1:2000. Finalizada la incubacion realizamos 2 lavados de 15 minutos en TBS-T

y revelamos con diaminobencidina (DAB).

3.2. Inmunocitoquimica

3.2.1. Inmunocitoquimica en linfocitos de ratén

El analisis de la distribucion de SERT en la membrana de los linfocitos y sus posibles
alteraciones en los ratones reeler se realiz6 mediante deteccion inmunocitoquimica, a través de
un proceso consecutivo de centrifugacion y resuspension en varios pasos. En primer lugar, los
linfocitos de raton se incubaron en 100 ml de solucién con IgG de raton (Sigma) en PBS con
BSA al 1% durante 10 minutos, para bloquear las inmunoglobulinas de membrana. A
continuacion, se realizd una segunda incubacién con el correspondiente anticuerpo primario,
anti-SERT policlonal de conejo (AB9322, Chemicon) diluido 1:100 en PBS con BSA al 1%,
durante toda la noche y a 4°C en agitacion. Tras el periodo de incubacion se lavd el exceso de
anticuerpo en tampén PBS, realizando dos lavados de 10 minutos cada uno, y se afadi6 el

anticuerpo secundario de cabra anti-conejo conjugado con Alexa Fluor 488 (Molecular Probes)
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diluido 1:200 en PBS con BSA al 1%. La incubacién con el anticuerpo secundario se prolong6
durante 1 hora en oscuridad, con agitacion y a temperatura ambiente. Por tltimo, se lavaron de
nuevo las muestras, con dos lavados de 10 minutos en PBS, se extendieron en portaobjetos
gelatinizados y se cubrieron utilizando como medio de montaje 20 ul Moviol (Calbiochem). Las

muestras se conservaron en el congelador a - 20°C hasta su analisis.

3.2.2. Inmunocitoquimica en linfocitos humanos

Inmunocitoquimica simple: SERT

Los linfocitos humanos de pacientes e individuos control fueron procesados para
inmunocitoquimica empleando el mismo método descrito anteriormente en ratén. Se incubaron
los linfocitos en 100 ml de solucién con IgG humanas (Sigma) en PBS con BSA al 1% durante
10 minutos, para bloquear las inmunoglobulinas de membrana. Se continu6 incubandolos toda la
noche a 4°C en agitacion con el anticuerpo primario, anti-SERT policlonal de conejo
(AB9322, Chemicon) diluido 1:100 en PBS con BSA al 1%. Tras el periodo de incubacion se
lavo el exceso de anticuerpo en tampon PBS, se realizaron dos lavados de 10 minutos cada uno,
y se incubaron las muestras con el anticuerpo secundario de cabra anti-conejo conjugado con
Alexa Fluor 488 (Molecular Probes) diluido 1:200 en PBS con BSA 1% durante 1 hora en
oscuridad, con agitacion y a temperatura ambiente. Después las muestras fueron lavadas de
nuevo (2 lavados de 10 minutos en PBS), se extendieron en portaobjetos gelatinizados y se

cubrieron utilizando como medio de montaje 20ul Moviol (Calbiochem).

Inmunofluorescencia doble: SERT y Marcador de Balsas lipidicas

Para estudiar la inclusion de SERT en microdominios de balsas lipidicas algunas muestras
control se procesaron para inmunofluorescencia doble de anti-SERT (Chemicon) y el marcador
de balsas lipidicas “Vibrant Alexa Fluor 594 Lipid Raft labelling” (Molecular Probes). Los
linfocitos se incubaron en 100 ml de solucién con IgGs humanas (Sigma) en PBS con BSA al
1% durante 10 minutos y a continuacién se afiadi6é el anticuerpo primario anti-SERT policlonal
obtenido en conejo (1:100) y la subunidad B de la toxina colérica (CT-B) (1:100) en PBS con
BSA al 1%, dejando la solucion toda la noche en agitacion a 4°C. La incubacién con el
anticuerpo primario y la subunidad B, se realiz6 en oscuridad dado que la subunidad B esta

conjugada con un fluor6éforo Alexa Fluor 594. Después, los linfocitos se lavaron y se incubaron
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durante 1 hora, en oscuridad, agitaciéon y a temperatura ambiente, con el anticuerpo secundario
de cabra anti-conejo conjugado con Alexa Fluor 488 (Molecular Probes) y el anticuerpo sérico
anti-CTB diluidos ambos 1:200 en PBS con BSA al 1%. Finalmente las secciones se lavaron y se

montaron utilizando como medio Moviol (Calbiochem).

Inmunocitoquimica con bisbenzimida

Esta prueba se utilizé sobre linfocitos control para presentar el ADN nuclear de una manera
sencilla. Pretendiamos comprobar que, efectivamente, los agrupamientos de SERT se
encontraban en la superficie del linfocito. La técnica inmunocitoquimica se llevo a cabo de la
misma forma que describimos en el apartado de “Inmunocitoquimica simple de SERT”, sin
embargo, se afladié un paso mas al final para comprobar la disposicion en la superficie. Una vez
que los linfocitos son extendidos sobre el portaobjetos esperamos a que se sequen y afiadimos
una dilucién de bisbenzimida al 1% en PBS durante 5 minutos. Retiramos el sobrante de

bisbenzimida y montamos los portaobjetos en Moviol.

Inmunocitoquimica simple: SHT,5

El proceso seguido para llevar a cabo la localizacion del receptor de serotonina 5-HT,4 en
la membrana de los linfocitos, asi como, el estudio de su distribucion y sus posibles alteraciones,
fue el mismo que se describe en el apartado para la deteccion inmunocitoquimica simple de
SERT. En este caso el anticuepo primario utilizado fue un anti-5-HT,5 policlonal de conejo
(RA24288, NEUROMICS) (Deltheil y cols., 2008; Magalhaes y cols., 2010; Abraham y cols.,
2010, Yahad y cols., 2011), diluido 1:100 en PBS con BSA al 1%, y el anticuerpo secundario de
cabra anti-conejo conjugado con Alexa Fluor 488 (Molecular Probes) diluido 1:200 en PBS con

BSA 1%.
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4. Neuroimagen y cuantificacion

4.1. Microscopia confocal y Analisis de imagen (ImageJ)

La captura y tratamiento de las imagenes de los linfocitos para el posterior analisis de los
resultados, fueron realizados empleando un microscopio laser confocal Leica TCS-SP2 (Leica
Microsistemas).

La microscopia confocal nos permiti6é la posibilidad de analizar las muestras a partir de sus
proyecciones maximas y de sus secciones oOpticas. Para ello se fijo la posicion de barrido del
microscopio en un extremo de la estructura y se tomaron imdgenes, correspondientes a
diferentes secciones, hasta llegar al otro extremo. De cada linfocito se obtuvieron 20 secciones
opticas con una distancia entre secciones de 0,3um, una imagen bidimensional de fluorescencia
confocal generada a partir de las secciones (la proyeccion maxima) y una imagen de luz
transmitida.

A pesar de todas las imagenes obtenidas mediante microscopia confocal de cada linfocito, en
nuestro estudio se trabajo Unicamente con la proyeccion méxima, dado que el método de
cuantificacion seleccionado asi lo requeria.

Todas las fotografias se tomaron con un aumento de 100x y un zoom de 3 constante (Figura 1a).
La cuantificacion del agrupamiento de las proteinas de estudio se llevd a cabo mediante un
método automatico de analisis, se utiliz6 la herramienta de procesamiento y tratamiento de
iméagenes Imagel (1.44f) basada en el programa NIH Image (Macintosh), que permite abrir las
imagenes almacenadas en formato Tif. que ofrece el sistema Leica. Para realizar la
cuantificacién, en primer lugar, fue necesario modificar la unidad de medida en el programa
Image J, dado que las medidas que proporciona aparecen en pixels. A partir de una fotografia
confocal original se obtuvo una barra de calibrado en micras que se trasladé al Image J para
indicarle al programa la distancia en pixeles que equivale a la longitud de la barra de calibrado
en micras. Seleccionamos Analyze

Set Scale, en la caja Known Distance introducimos el valor 10 (valor de la barra de calibrado en
micras), seleccionamos Rolling Ball Radius y cambiamos la unidad de medida de pixels a

micras, escribiendo um en la opcion Unit of Measurement, por ultimo seleccionamos Global.
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El procesamiento de las imagenes se realizd siguiendo los pasos que se describen a

continucacion:

- se elimind el fondo que pudiera haber en la imagen: Process—» Subtract Background.

- se selecciono el area del linfocito: Freeham selections.
- se convirti6 la imagen en una imagen binaria (en blanco y negro):
Process —»> Binary —» Make Binary.
- se analizaron las particulas (los agrupamientos) especificando la medida en micras, minima

(0,05) y méaxima (infinito), dentro de la que el programa debia trabajar.

El programa proporcioné las siguientes salidas: una imagen binaria del linfocito y una
imagen cuantificada con cada particula numerada (Figura 1b, c¢), una tabla Resumen que
contiene el numero total de agrupamientos, el area total ocupada por los agrupamientos, el
tamafio medio de los agrupamientos y el porcentaje de area ocupada y una tabla de Resultados
en la aparecen especificado cada agrupamiento cuantificado por el programa con su tamafio
correspondiente.

Finalmente, se analiz6 otra variable, la intensidad de fluorescencia de los agrupamientos.
Para conocer este pardmetro, sobre la imagen original, se obtiene una imagen de superficie del
linfocito. La intensidad de fluorescencia representada en el eje z estima el nimero de receptores
por agrupamiento. Cuanto més estrechas y de mayor longitud en el eje “z” sean las sefiales

fluorescentes, mas nimero de agrupamientos habra, de pequefio tamafio y con mayor nimero de

receptores (Figura 3).
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Figura 1. (a) Inmunofluorescencia simple para SERT. Microfotografia (100x z3) en la que se

muestra un inmunomarcaje para SERT (verde) en un linfocito de un individuo control.

Proyeccion maxima. (b) imagen binaria transformado mediante el programa Image J. (¢) imagen

cuantificada mediante Image J.

Resumen
Linfocito Nuamero de Poreentaje de
agrupamientos Area Total Tamaiio Medio drea ocupada
071116- SERT
C4 Projection 02 ¢h00.tif jpg. 76 11,043 0.145 184
Resultados
Descripeion Tamaiio
1 071116- SERT C4 Projection 02 chO0.tifjpg 0,287
2 071116- SERT C4 Projection_02_ch00.tif,jpg 0.316
3 071116- SERT C4_Projection_02_ch00.tifjpg 0.390
4 071116- SERT C4 Projection 02 ch00.tif,jpg 0,110
5 071116- SERT C4 _Projection_02_ch00.tifjpg 0.054
6 071116- SERT C4_Projection_02_ch00.tif jpg 0,098
7 071116- SERT C4 Projection_02 ch00.tif jpg 0.203
76 071116- SERT C4 Projection 02 chO0.tif.jpg 0,135

Figura 2. Tablas Resumen y Resultados, ambas tablas recogen los datos del procesamiento de

la imagen de un linfocito control mediante el programa ImagelJ.

117




Material y Métodos

2550 -

Figura 3. Imagen de superficie correspondiente al linfocito mostrado en la Figura 1. En el eje z
se representa la intensidad de fluorescencia, cada pico muestra un agrupamiento, cuanto mas
elevado es el pico de intensisdad mayor niimero de receptores estan presentes en dicho

agrupamiento.

4.2. Variables de estudio y analisis estadistico

4.2.1. Variables de estudio en el modelo animal experimental

En el primer estudio, con el modelo animal reeler, se analizaron un conjunto de
caracteristicas moleculares que sirven para operativizar la variable de interés, el agrupamiento de
SERT en dominios especificos de membrana de los linfocitos, y poder asi estudiar posibles
alteraciones en ellas.

Las caracteristicas del agrupamiento de SERT analizadas fueron:

- La distribucién del tamafio de los agrupamientos

- El nimero de agrupamientos

- El tamafio medio de los agrupamientos

- El porcentaje de area ocupada por los agrupamientos, y

- La intensidad de fluorescencia de los agrupamientos
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Estas caracteristicas se midieron y se compararon entre el grupo de ratones salvajes
(Reln™), reeler heterocigotos (Reln™") y reeler homocigotos (Reln™) para comprobar si la
presencia de reelina incide en el agrupamiento de SERT.

Para el analisis estadistico se utilizé el programa SPSS (v 16.0). Las diferencias entre los
tres grupos (Reln”*, Reln”" y Reln™) en el nimero y tamafio de los agrupamientos y en el
porcentaje de area que ocupan los agrupamientos se analizaron mediante una prueba estadistica
ANOVA de una sola cola, para cada una de las tres variables. Todos los resultados se expresaron
en medias mas el error estdndar de la media. La significacion estadistica se establecio en p< 0,05.

Para evaluar las diferencias en la distribucion del tamafio de los agrupamientos, se
compararon los picos maximos de tamafio de la representacion grafica de cada grupo. Y,
finalmente, para analizar las diferencias en la intensidad de fluorescencia se compararon las

imagenes de superficie entre los grupos.

4.2.2. Variables de estudio en sujetos humanos

En el estudio con sujetos humanos, se disefié una base de datos que contempld los datos
sociodemograficos, clinicos y biologicos de los pacientes y sujetos control.

Las variables sociodemograficas que se analizaron en ambos grupos fueron: el sexo, la
edad, el estado civil, la situacion laboral y el nivel de estudios. Las variables biologicas de
interés fueron las mismas caracteristicas moleculares del agrupamiento de SERT analizadas en el
modelo animal, con la excepcion del porcentaje de area ocupada por los agrupamientos, y las
variables clinicas que se tuvieron en cuenta fueron el diagndstico clinico, el tratamiento
preescrito y las puntuaciones totales que cada paciente obtuvo en las escalas HDRS de depresion
y EAA de anhedonia.

Inicialmente se agruparon todos los datos en tablas de variables en SPSS (v 16.0) y se
realizd un primer estudio de estadistica descriptiva de todas las variables consideradas. La
estrategia general estadistica consistido en elaborar una tabla de doble entrada. En vertical se
situaron todos los pacientes (coédigo numérico) y a lo largo del eje longitudinal de la tabla (en
columnas), se situaron de forma ordenada todos los datos relativos a cada paciente, algunos de
una unica determinacion, como por ejemplo la edad, el sexo y a continuacion las caracteristicas
bioldgicas y los pardmetros clinicos, tomados antes y después de la administracion del

tratamiento farmacoldgico.
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A partir de esta base de datos, se establecieron varios tipos de analisis:

- Test ¢t de Student para muestras independientes. Esta prueba estadistica se utiliz6 para
determinar la existencia de diferencias entre el grupo control y el grupo de pacientes respecto a la
variable sociodemografica edad. Para evaluar las diferencias entre el grupo control y el grupo de
pacientes en relacion con los parametros bioldgicos (numero y tamanio medio de los
agrupamientos) SERT-positivos y 5-HT,a—positivos. Y, para analizar las posibles variaciones en
los parametros bioldgicos y clinicos (HDRS y EAA) segin el tipo de diagnostico clinico
(trastorno depresivo mayor episodio unico o multiple).

- Prueba Chi-cuadrado. Se aplicé en el analisis de las variables sociodemograficas sexo,
estado civil, situacion laboral y nivel de estudios en relacion con la presencia del estado
depresivo, para comprobar posibles diferencias entre el grupo control y el grupo depresivo
respecto a estas variables. Asimismo, esta prueba permitid analizar dentro del grupo de pacientes
las posibles diferencias en relacion con el tipo de diagndstico (trastorno depresivo mayor
episodio unico o multiple) y con el tipo de tratamiento antidepresivo.

- Prueba de Anova de una via. Permiti6 analizar las diferencias en el numero, tamaiio y
porcentaje de superficie ocupada por los agrupamientos SERT-positivos en relacion con los
niveles de concentracion de reelina en los ratones reeler. En segundo lugar, se aplicé para
analizar las diferencias en el nimero y tamafio medio de los agrupamientos entre el grupo control
y los subgrupos depresivos (D-I y D-II) y las diferencias intergrupales (poblacion depresiva
total, D-I y D-II) en las puntuaciones totales de las escalas clinicas (HDRS'y EAA). También se
aplico para analizar las posibles diferencias en los parametros bioldgicos y en las puntuaciones
totales de las escalas HDRS y EAA segun el tipo de tratamiento psicofarmacolégico. Cabe
seflalar que en el caso del andlisis comparativo entre los subgrupos depresivos y la poblacion
depresiva total o respecto al grupo control se realizaron a mayores pruebas para comparar por
pares cada uno de los grupos con los restantes, mediante el Test Post hoc de Bonferroni, y
poder determinar cual es el grupo que difiere del resto, dado que el analisis ANOVA sdlo indica
si hay diferencias entre los grupos, pero no profundiza cual de entre todos los grupos es el que
difiere de los restantes.

- Prueba de Anova de dos vias. Se utilizo para analizar simultineamente el efecto de dos
factores sobre los pardmetros biologicos y la escala EAA, por un lado el efecto del tipo de
diagndstico y el tiempo de tratamiento y por otro el efecto del tipo tratamiento y el tiempo de
tratamiento.

- Correlacion de Pearson. El analisis correlacional se llevo a cabo para comprobar la
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posible asociacion entre los parametros clinicos y los pardmetros bioldgicos.
- Finalmente, el Test ¢ de Student para muestras relacionadas, se utilizd para estudiar el
efecto del tratamiento psicofarmacolégico sobre los parametros bioldgicos y clinicos,

comparando cada grupo antes y después del tratamiento.

Todos los datos se representaron como medias mas el error estandar de la media (ESM).

El criterio de significacion estadistica establecido fue p<0,05.
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Capitulo 1

A. Introduccion

El agrupamiento de proteinas en dominios de membrana especificos y funcionalmente
significativos es una caracteristica de gran importancia para la regulacion funcional de las
proteinas de membrana, claros ejemplos son: el agrupamiento de los receptores en los lugares
postsinapticos activos, la formacion de la sinapsis inmunologica, la distribucion de las proteinas
de membrana en los dominios de balsas lipidicas, y la agrupacion de las proteinas de membrana
para ser internalizadas.

El transportador SERT pertenece a la familia de transportadores SLC6 dependientes de
Na'/Cl" sodio, y es el primer responsable de la recaptacién de la serotonina liberada desde el
espacio extracelular (Horschitz y col.,, 2001; Rudnick, 2006). La agrupacion de SERT en
dominios especificos de membrana, como en las balsas lipidicas (Magnani y col., 2004), su
oligomerizacion (Schimd y col., 2001; Just y col., 2004) y la distribucion subcelular de SERT
(Miiller y col., 2006) parecen ser aspectos criticos para la actividad de la recaptacion de la
serotonina. SERT es la principal diana terapéutica de los f antidepresivos, y alteraciones tanto en
la expresion como en la actividad de SERT han sido descritos en relaciéon con los trastornos
afectivos y psicoticos. De hecho, la disminucion en los lugares de unién de SERT en plaquetas
sanguineas es uno de los biomarcadores mejor caracterizados de la depresion (Mdssner y col.,
2007), y esta disminucion también se ha encontrado en linfocitos periféricos en depresion
(Urbina y col., 1999; Lima y Urbina, 2002; Pefia y col., 2005).

La reelina es una gran proteina de la matriz extracelular abundante en el tejido cerebral
cuyos niveles se encuentran alterados en numerosos trastornos neuropsiquiatricos (Impagnatiello
y col., 1998; Fatemi y col., 2000, 2002; Eastwood y Harrison, 2003). La Reelina también se
expresa en el plasma sanguineo (Smalheiser y col., 2000), y las alteraciones en los niveles
plasmaticos de la reelina se encuentran en diferentes trastornos psiquiatricos como en la
esquizofrenia, los trastornos del estado de animo y el autismo (Fatemi y col., 2001a; 2002),
aunque no es facil adquirir una medicion precisa de los niveles plasmaticos de reelina debido a
su sensibilidad a la protedlisis y a los ciclos de congelacion-descongelacion (Lugli y col., 2003).

Las principales acciones de la reelina en el sistema nervioso son la regulaciéon de la
migracion neuronal y la sinaptogénesis en areas corticales durante el desarrollo del cerebro (es
decir, la corteza cerebral, hipocampo, bulbo olfatorio y el cerebelo), y mas tarde la estabilizacion
de los contactos sindpticos en las espinas dendriticas en el cerebro adulto regulando de este modo

la plasticidad sinaptica [ver (Tissir y Goffinet, 2003; Herz y Chen, 2006; Rogers y Weeber,
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2008]. Estas acciones estan mediadas a nivel molecular por la interaccion de la reelina con los
receptores ApoER2 y VLDLR, y por llevar a cabo la fosforilaciéon de la proteina adaptadora
DABI vy la activacion de los receptores tirosin cinasas [revisado por (Herz y Chen, 2006; Rogers
y Weeber, 2008)]. Ademas, la reelina también se une a receptores de integrinas regulando al alza
la traduccion de ARNm especificos en las espinas dendriticas (Dong y col., 2003), y aumentando
el nimero y la agrupacion de proteinas transmembrana en los dominios de la membrana
postsinaptica (Caruncho y col., 2004).

Si bien las acciones de la reelina en el sistema nervioso han sido bien estudiadas, no hay
tanto conocimiento sobre las posibles acciones de la reelina en la periferia, en el plasma
sanguineo, aunque se sabe que la reelina en plasma es secretada principalmente por los
hepatocitos (Smalheiser y col., 2006), y procesada por el activador de plasmindgeno y la
plasmita (Lugli y col., 2003).

Un buen modelo para analizar los efectos que la disminucion o la expresion nula de reelina
pueden producir en el agrupamiento de SERT en dominios especificos de la membrana de los
linfocitos es el raton homocigoto reeler. Los ratones homocigotos reeler (Reln™) no muestran
niveles detectables de reelina en plasma, mientras que los ratones reeler heterocigotos (Reln*),
expresan la mitad de reelina en plasma que sus compaiieros salvajes de la colonia (Reln™™)
(Smalheiser y col., 2000). Si analizamos las diferencias del agrupamiento de SERT en la
membrana de los linfocitos entre los ratones reeler homocigotos y heterocigotos podemos

averiguar si en la depresion existe una alteracion de la agrupacion de SERT.
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B. Resultados

En este estudio se han analizado las variaciones en el nimero y tamafio de los
agrupamientos de SERT y el porcentaje de superficie ocupada por los agrupamientos, en relacion
con los niveles de concentraciéon de reelina en tres grupos de ratones: ratones tipo-salvaje,
ratones heterocigotos reeler y ratones homocigotos reeler. Para ello se realizé una prueba del
analisis de varianza (Anova de una cola) y un andlisis post hoc de comparaciones multiples de
los tres grupos de estudio (Test de Bonferroni).

El criterio de corte para la significacion estadistica fue el nivel p<0,05 y todos los datos han

sido representados como medias + el error estandar de la media.

1.1.  Estudio de la expresion del transportador de serotonina (SERT) en la membrana de

linfocitos de ratones reeler.

1.1.1. Deteccion mediante western blot de la expresion proteica del transportador SERT en

linfocitos de raton.

En primer lugar comprobamos la especificidad de nuestro anticuerpo primario, anti-SERT
policlonal de conejo (AB9322, Chemicon), para el reconocimiento de SERT en linfocitos. La
Figura 1 muestra una banda especifica correspondiente al tamafio de la banda detectada en la

membrana de los linfocitos, en torno al valor de 70-80 kDa.

kDa Figura 1. Expresion del transportador

T3 SERT dectectado por western blot. A

la derecha se indican los tamafios de

w 117 masa molecular obtenidos por la

migracion en paralelo de un marcador

- - 74 de pesos moleculares. El

SERT 5 transportador fue decretado en la

'}}:IS:I ‘ : membrana de los linfocitos con un
'3 ‘ -49 peso aproximado de 70-80 kDa.
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1.1.2. Inmunomarcaje de la agrupacion de SERT en linfocitos de raton.

El inmunomarcaje de SERT fue persistente en toda la poblacion de linfocitos, evidente en
forma de agrupamientos inmunofluorescentes en la superficie de la membrana celular, tanto en
los ratones salvajes como en ratones heterocigotos reeler y ratones homocigotos reeler [Figura
2(a,cye)l.

La observacion directa del inmunomarcaje de SERT en los linfocitos mostré que los
agrupamientos de SERT fueron mas faciles de discriminar en la membrana de los linfocitos de
ratones tipo salvaje (Reln**) que en los linfocitos de ratones reeler heterocigotos (Reln™) y
homocigotos (Reln™), para los que la tincién de SERT fue borrosa y de menor intensidad, como
se aprecia en los graficos de superficie [Figura 2 (b, d y f)]. Ademas, se observo un aumento en
el tamafio de los agrupamientos de SERT en los linfocitos de ratones heterocigotos y
homocigotos reeler respecto al tipo salvaje, tanto en las imagenes confocales como en los
graficos de superficie. En estos ultimos los picos fluorescentes en el eje z reflejan el niimero de
picos, estimando el nimero de agrupamientos, la intensidad de fluorescencia, que indica el
nimero de receptores por agrupamiento, y el grosor de los picos, que indica el tamafio de los

agrupamientos.
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Reln**

10 Jum 10 pm 10 um

a

Figura 2. Inmunofluorescencia (a, ¢, ) y graficos de superficie (b, d, f) para el transportador de
serotonina, SERT, en linfocitos sanguineos de ratones tipo salvaje (Reln™), heterocigotos reeler
(RelnH ) y homocigotos reeler (Reln'/'). Micrografias (100X) en las que se muestra el
agrupamiento de SERT en la superficie de la membrana celular. El tamafio de los agrupamientos
SERT-positivos aparece aumentado en ratones heterocigotos y homocigotos reeler, mientras que

la intensidad de marcaje esta disminuida como se observa en el analisis grafico de superficie.
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1.2.  Analisis estadistico de la expresion de SERT en linfocitos de ratones reeler.

El andlisis estadistico indica que el nimero de agrupamientos de SERT inmunopositivos
por linfocito estd aumentado sobre un 50% en ratones Reln "~ en comparacion con ratones
Reln*”, mientras que en ratones Reln™ el nimero de agrupamientos es similar al de los ratones
tipo salvaje, y por lo tanto, menor que en los ratones Reln*” (Figura 3a y Tabla I).

Respecto al tamafio medio de los agrupamientos de SERT, éste es un 27 % mas grande en los
ratones Reln"” en comparacion con los ratones Reln™*, mientras que en los ratones Reln™ el
tamafio medio es mas del doble que los ratones Reln™, con un aumento del tamafio que supera
el 100%, y es un 64% mas grande que en los ratones Reln™ (Figura 3b y Tabla I).

Por ultimo, el porcentaje de superficie del linfocito ocupada por los agrupamientos de SERT es
también mayor en ratones Reln™" (con un aumento del tamaio del 50%) y en ratones Reln™ (con

++

un aumento del 119%) con respecto a los ratones Reln"" (Figura 3¢ y Tabla I). Ademas hay un

aumento de un 47% aproximadamente en el mismo valor en ratones Reln™ (Figura 3c y Tabla

D.

Tabla I. Analisis estadistico de los agrupamientos SERT-positivos en linfocitos de ratones

Reln" " Reln”*, and Reln™".

Agrupamientos Reln™* Reln™” Reln™~
SERT-positivos
Numero medio 30,8+ 1,08 46,7 +1,47% 29,3+0,72
Tamafio medio 0,11 40,003 0,14 +0,003" 0,23 +0,004¢
% de superficie del ) ¢ g5, 35 13,3+0,22° 19,5+ 0,59°
linfocito ocupada

Significacion estadistica p<0,05
a, b, d. Diferente que en ratones Reln™" y Reln™”
¢, e. Diferente que en ratones Reln™ y Reln™
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Figura 3. Resultados del analisis de imagenes de los agrupamientos SERT-positivos en
linfocitos de sangre. (a) Numero medio de agrupamientos por linfocito, (b) tamafio medio
de los agrupamientos y (c¢) porcentaje de la superficie ocupada por los agrupamientos
SERT- positivos en los linfocitos de ratones tipo salvaje ( Re1n+/+), heterocigotos reeler
(Reln™") y homocigotos reeler ( Reln™). Los datos estin representados con la media +

ESM. Significacion p<0,05, Anova de una via y test de Bonferroni a posteriori.
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1.3. Analisis de la distribucion de la expresion de SERT en linfocitos de ratones

reeler.

La representacion grafica de la distribucion del tamafio de los agrupamientos SERT-

positivos en los linfocitos sanguineos indica que en los ratones Reln™* el 60 % de los

agrupamientos estan comprendidos en el intervalo entre 0,05 y 0,10 pm?, mientras que este

porcentaje es solo de un 40 % en los linfocitos de los ratones Reln™" y de un 30 % en los

linfocitos de los ratones Reln” (Figura 4).

Porcentaje de agrupamientos

Porcentaje de agrupamientos

SERT-positives SERT-positivos

Porcentaje de agrupamientos

SERT-positivos

Reln*/*
0 0,05 01 0,15 0,2 0,25 0,3 0,35 0.4 0,45 0,5
Tamaiio de los agrupamientos SERT-positivos (pm?)
Reln*"
0 005 01 015 02 025 03 035 04 045 05
Tamafio de los agrupamientos SERT-positivos (um?)
e
e Reln
50 A
40 A
30 4
20 4
10 A
0 T T T T T T T T T T |
0 0,05 01 0,15 0,2 0,25 0,3 0,35 0.4 0,45 0,5

Tamaiio de los agrupamientos SERT-positivos (pm?)

Figura 4. Representacion de la distribucion del tamafio de los agrupamientos SERT-positivos. El pico del

tamaiio de los agrupamientos entre 0,05 y 0,10 pm? esta disminuido en los ratones heterocigotos reeler (b) y

homocigotos reeler (¢) respecto a los ratones salvajes (a), mientras que hay un aumento paralelo de los

agrupamientos mas grandes.
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C. Discusion

Por lo que sabemos este es el primer intento que se realiza de estudiar las alteraciones de la
agrupacion de SERT en linfocitos de ratones reeler. Los resultados muestran que una
disminucién de aproximadamente la mitad en los niveles de reelina en plasma, como la
observada en los ratones Reln™, provoca un aumento en el nimero y en el tamafio de los
agrupamientos SERT-positivos, mientras que en los ratones Reln™, que muestran una expresion

nula de reelina, si bien el nimero de agrupamientos de SERT es similar al observado en los

+H +

ratones Reln"", el tamafio es mucho mayor no sélo al observado en los ratones Reln™", sino
también al de los ratones Reln™".

Un aspecto importante a tener en cuenta en caso de una posible replicacion de estos
estudios, es el considerar la fijacion empleada, tanto el tiempo como la temperatura de fijacion a
la que se llevaron a cabo los ensayos, ya que ambos parametros pueden afectar al grado de
agrupacion de las proteinas de membrana. Se ha demostrado que en los ensayos realizados con
marcadores de balsas de lipidicas un aumento en la cantidad de fijador tiende a reducir el
marcaje de los marcadores de membrana, mientras que una disminucion en la cantidad de fijador
y/o una disminucién en la temperatura de fijacion tiende a aumentar el tamafio de las balsas
lipidicas, determinado por inmunomarcaje (Cheng y col., 2009).

Muchos han sido los estudios que se han centrado en el estudio de las alteraciones en el
cerebro y en el comportamiento de ratones heterocigotos y homocigotos reeler (Tueting y col.,
1999; Podhorna y Didrisen, 2004; Tueting y col., 2006; Laviola y col., 2009), sin embargo, no
hay tantos estudios sobre las alteraciones a nivel periférico, por ejemplo, en células sanguineas
de ratones reeler. Curiosamente, un estudio de Green-Johnson y col. (1995), muestra una
supresion de la funcion de células T y macréfagos en ratones reeler. Estos autores demostraron
que existe una disminucion en la proliferacion de células CD3-T positivas del bazo en ratones
Reln™ (pero no ratones Reln™ ) después de la activacion del sistema inmune, mediante la
inyeccion de anticuerpos anti-CD3 durante tres dias y, también, una disminucién en la
produccion de IL-2, IL-4 e interferon en ratones Reln”, pero que sélo disminuyd
significativamente en la produccién de IL-4 (pero no en los otros parametros) en ratones Reln™”
(Green-Johnson y col., 1995). En el momento de esta publicacion, no habia evidencia de
expresion de reelina en el plasma sanguineo, por lo que los autores estaban discutiendo la

posibilidad de que las alteraciones encontradas en los linfocitos T en ratones Reln™ podrian estar

relacionadas con alteraciones en el sistema nervioso (sobre todo en el cerebelo).
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Sin embargo, con el descubrimiento de la expresion de reelina en el plasma sanguineo,
parece mas evidente la existencia de una posible conexion directa entre la disminucién de los
niveles de reelina en el plasma sanguineo y las alteraciones observadas en las células T de

ratones Reln”

. Nuestros datos muestran un aumento del tamafio de los agrupamientos SERT-
positivos tanto en ratones Reln™” como Reln™, aunque este incremento es mucho mayor en los
ratones Reln™, donde el tamafio medio de los agrupamientos es mas del doble que en los ratones
Reln™* y un 60% mas grande que en los ratones Reln™”". Ademas, los graficos de superficie que
definen los agrupamientos linfocitarios de SERT mediante inmunofluorescencia, parecen indicar
una disminucion en la intensidad de fluorescencia de los agrupamientos, que es especialmente
pronunciada en los linfocitos Reln™, y un incremento en el numero de agrupamientos de SERT
en ratones Reln™” pero no en ratones Reln™.

Esto podria interpretarse como una alteracion en la agrupacion de SERT, reflejando una
acumulacion de agrupamientos de SERT de tamafio pequefio en ratones Reln™*, mientras que
una disminucion en la expresion de reelina traeria consigo la propagacion de agrupamientos de
SERT de mayor tamafio. El agrupamiento de SERT en los dominios de balsas lipidicas es
importante para las funciones de SERT (Magnani y col., 2004) y es posible que una disminucién
en los niveles de reelina provoque una alteracién de esta agrupacion. En los ratones Reln™", la
propagacion de los agrupamientos de SERT en las membranas de los linfocitos es mucho menor
que en los ratones Reln™ y, ademas, hay un aumento del 50% en el nimero de agrupamientos de
SERT en ratones Reln™ que podria representar un mecanismo de compensacién que no es

evidente en ratones Reln™

. Estos hechos tal vez podrian explicar en parte por qué las alteraciones
son menores en las células T de ratones Reln™ que de ratones Reln” como observaron Green-
Johnson y col., (1995).

Se ha demostrado que la reelina induce la expresion y la agrupaciéon de algunas proteinas
transmembrana en los sinaptosomas (Caruncho y col., 2004), que induce el agrupamiento de sus
propios receptores (Strasser y col., 2004), y que regula el trafico de receptores NMDA en la
superficie celular (Groc y col., 2007), por lo tanto, no es sorprendente que se produzca una
difusién del marcaje de SERT en la membrana de los linfocitos en los ratones Reln™” y Reln™
De hecho, es posible que la reelina pueda estar implica en la regulacion del agrupamiento de

varias proteinas de membrana, entre ellas algunos receptores y transportadores de

neurotransmisores. Aunque los niveles de serotonina en el cerebro parecen estar alterados en los

+/- +H+

+/- -
ratones Reln™", tanto los ratones Reln™" como los Reln™ muestran un aumento en los niveles de
serotonina en el cerebro después de la separacion materna temprana de los cachorros (Ognibene

y col., 2008). Ademas, al menos en los ratones Reln™ se producen alteraciones importantes en la
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inervacion serotoninérgica en la corteza cerebral (Gilerovich y Grigor’ev, 2005). Por lo tanto,
estamos estudiando las posibles alteraciones en la agrupacion de SERT en el cerebro de estos
ratones. La reelina estd implicada en diversos trastornos mentales como en esquizofrenia,
autismo y trastornos del estado de animo, mostrando una disminucion general en diferentes areas
cerebrales tanto en esquizofrenia como en autismo, sin embargo, esa disminucion podria ser mas
especifica en el trastorno depresivo mayor (Impagnatiello y col., 1998; Guidotti y col., 2000;
Fatemi y col., 2000a; Fatemi y col., 2002b). Los niveles de reelina y su procesamiento también
aparecen alterados en el plasma sanguineo en esquizofrenia, autismo y en los trastornos del
estado de 4&nimo. Curiosamente, los niveles de reelina aparecen altamente disminuidos tanto en el
cerebro como en plasma en el autismo (Fatemi y col., 2002a; Fatemi y col., 2001b; Persico y
col., 2001; Fatemi y col., 2001c; Fatemi y col., 2002b; Fatemi y col., 2005b), un trastorno que
también se caracteriza por hiperserotonemia en sangre (Whitaker-Azmitia, 2005; McNamara,
2008). Teniendo en cuenta las alteraciones en la agrupacion de SERT en los linfocitos de ratones
deficientes en reelina como se muestra en este informe, se debe considerar la posibilidad de una
alteracion similar en los linfocitos de pacientes autistas que tienen bajos niveles de reelina en
plasma y altos niveles de serotonina plasmatica. Ademas, seria interesante estudiar la posible
relacion entre los bajos niveles de reelina en plasma y la hiperserotonemia en sangre observada
en estos pacientes, asi como un posible aumento en los niveles de serotonina en el plasma
sanguineo de los ratones deficientes en reelina.

Los resultados de este estudio pueden también plantear un punto de importante interés
como seria considerar las acciones de la reelina plasmatica sobre la agrupacion de SERT en los
linfocitos como un posible factor de importancia en la comprension de la comorbilidad entre las

alteraciones en el sistema inmune y/o vascular y estos trastornos mentales.
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Capitulo 11

A. Introduccion

Los biomarcadores representan caracteristicas del organismo que pueden medirse y
evaluarse de forma objetiva, obteniendo informacion sobre procesos bioldgicos normales,
procesos patogénicos o respuestas farmacoldgicas a una intervencion terapéutica (Biomarkers
Definitions Working Group, 2001). Las caracteristicas clinicas de la depresion y la existencia de
un buen ntimero de pacientes que presentan depresion resistente al tratamiento indican que el
descubrimiento de biomarcadores de eficacia terapéutica podria ser uno de los principales
enfoques para el desarrollo de un tratamiento personalizado de la depresion (Nemeroff y Vale,
2005; Holsboer, 2008; Nakajima y col., 2010; Rivera-Baltanas y Caruncho, 2010).

El transportador de la serotonina (SERT) es una de las principales dianas terapéuticas de
los farmacos antidepresivos, que actian principalmente mediante el bloqueo de la serotonina (5-
HT) y de ese modo facilitan la neurotransmision serotoninérgica. Como se ha observado
sistémica con los neurotransmisores (no son exclusivos del sistema nervioso), SERT también se
encuentra en células fuera del SNC, tales como plaquetas (Mercado y Kilic, 2010) y linfocitos
(Faraj y col., 1994; Marazziti y col., 1998), asi como en células enterocromafines del epitelio
intestinal (Gershon, 2003). De hecho, la disminucion de la union de SERT en plaquetas es uno
de los marcadores biologicos mejor caracterizados de depresion (Mdssner y col., 2007; Rivera-
Baltanas y Caruncho, 2010). Asimismo, se ha observado una disminucioén en la expresion de
SERT en linfocitos de pacientes depresivos que puede ser parcialmente recuperada tras la
administracion del tratamiento antidepresivo (Urbina y col., 1999; Lima y Urbina, 2002; Pefa y
col., 2005; Fazzino y col., 2008, 2009). La expresion de SERT en linfocitos, sus roles
funcionales (Gregory y col., 2003; Marazziti y col., 2010; Ahern, 2011), y su alteracion en
depresion, tal vez puedan relacionarse con el aumento de la produccion de citocinas
inflamatorias, propuesto como un factor importante en la fisiopatologia de la depresion mayor
(Razén y col., 2006; Maes y col., 2009; Miller y col., 2009). Ademads, se ha observado que el
nivel de citocinas inflamatorias correlaciona en algunos pacientes con un déficit en la respuesta
al tratamiento antidepresivo (Maes y col., 1997; Sluzewska y col., 1997).

La agrupacion de SERT en dominios especificos de membrana, como las balsas lipidicas
(Magnani y col., 2004), su oligomerizacion (Schmid y col., 2001; Just y col., 2004) y su
distribucion subcelular (Miiller y col., 2006), parecen ser fundamentales para la recaptacion de
la 5-HT. Como mostramos en el Capitulo 1 de la Tesis, los ratones que presentan una
disminucién en los niveles de la proteina de la matriz extracelular reelina (ratones reeler

heterocigotos) presentan alteraciones en la agrupacion de SERT en la membrana plasmatica de
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linfocitos (determinado por inmunocitoquimica), mostrando un incremento tanto en el nimero
como en el tamafio de los agrupamientos SERT-positivos (Rivera-Baltanas y col., 2010). Esto
podria ser importante ya que estos animales no s6lo muestran una desregularizacion funcional de
los linfocitos T y los macréfagos (Green-Johnson y col., 1995), sino que también son mas
vulnerables a los efectos de la depresion inducida por el tratamiento prolongado con
corticosterona (Lussier y col., 2011), y muestran una expresion alterada de la 6xido nitrico
sintasa neuronal (y, posiblemente, una mayor vulnerabilidad al estrés oxidativo) en las células
piramidales en cesta dentadas reelina-positivas (Romay-Tallon y col., 2010). Ademas, se han
encontrado alteraciones especificas de la expresion de reelina en el hipocampo de modelos
animales de depresion (Lussier y col., 2009), asi como en el hipocampo de muestras de
depresion post-mortem (Fatemi y col., 2000). La reelina no s6lo se observa en el tejido cerebral,
también se expresa en el plasma sanguineo (Smalheiser y col., 2000) y en los vasos linfaticos
(Samama y Boehm, 2005). En el plasma sanguineo de pacientes con depresion los niveles de
Reelina aparecen alterados (Fatemi y col., 2001), y la expresion del receptor de reelina ApoE2R
se encuentra disminuida en linfocitos en la depresion mayor (Suzuki y col., 2010). Ademas, la
reelina induce el agrupamiento de sus propios receptores (Strasser y col., 2004) y la adicion de
proteinas reelina recombinantes aumenta los niveles de expresion y agrupamiento de las
proteinas de membrana en la preparacion de sinaptosomas (Dong y col., 2003; Caruncho y col.,
2004).

Todos estos datos recogidos (las alteraciones de la uniéon de SERT en linfocitos, la
inflamaciéon y liberacién de citocinas asociadas con la depresion, las alteraciones en la
agrupacion de SERT en linfocitos de modelos animales, el raton reeler heterocigoto, que muestra
una disminucion en los niveles de reelina y una mayor vulnerabilidad a los efectos depresivos del
tratamiento prolongado con corticosterona, y las alteraciones de los niveles de reelina en el
cerebro y en muestras sanguineas de depresion mayor) nos llevé a la hipotesis de que la
agrupacion de SERT en la membrana plasmatica de los linfocitos puede estar alterada en la
depresion mayor, y que esta alteracion podria ser revertida al menos parcialmente, mediante el
tratamiento con antidepresivos, pudiendo correlacionar con algunas medidas clinicas de
depresion y/o niveles de eficacia terapéutica, lo que podria ser importante debido al alto nimero
de pacientes con depresiéon que no muestran sintomas de remision después del tratamiento
antidepresivo, y el escaso beneficio de los farmacos antidepresivos sobre el placebo (Ioannidis,

2008; Kirsch y col., 2008)
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B. Resultados

2.1. Caracteristicas demograficas y clinicas de los sujetos de estudio.

Para este estudio se llevd a cabo una seleccion de la muestra en base a los criterios de
inclusion y exclusion expuestos en el apartado de Material y Métodos. Un total de 60 sujetos
fueron seleccionados, de los cuales 12 sujetos fueron eliminados de la muestra por encontrarse
en alguna de las siguientes circunstancias: no cumplimentar al menos el 70% de los
cuestionarios, mostrar una conducta agitada o falta de colaboracién, estar hospitalizado en el
momento de realizar la entrevista o mostrar conducta suicida, obteniendo una muestra integrada

por 48 casos con diagndstico de trastorno del estado de animo (Tabla I).
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Tabla I. Caracteristicas demograficas y clinicas de la muestra de estudio

ORDEN SEXO EDAD DIAGNOSTICO
1 Mujer 68 Trastorno Bipolar
2 Hombre 45 Trastorno Bipolar
3 Mujer 30 Trastorno Depresivo mayor
4 Mujer 42 Trastorno Depresivo mayor
5 Mujer 64 Trastorno Depresivo mayor
6 Mujer 44 Trastorno Depresivo mayor
7 Mujer 45 Trastorno Depresivo mayor
8 Mujer 45 Trastorno Depresivo mayor
9 Mujer 48 Trastorno Depresivo mayor
10 Hombre 43 Trastorno Depresivo mayor
11 Mujer 63 Trastorno Depresivo mayor
12 Hombre 54 Trastorno Depresivo mayor
13 Hombre 43 Trastorno Depresivo mayor
14 Mujer 54 Trastorno Depresivo mayor
15 Mujer 36 Trastorno Depresivo mayor
16 Mujer 19 Trastorno Depresivo mayor
17 Hombre 47 Trastorno Depresivo mayor
18 Mujer 40 Trastorno Depresivo mayor
19 Hombre 29 Trastorno Depresivo mayor
20 Hombre 73 Trastorno Depresivo mayor
21 Mujer 47 Trastorno Bipolar
22 Mujer 33 Trastorno Bipolar
23 Mujer 38 Trastorno Bipolar
24 Mujer 37 Trastorno Depresivo mayor
25 Hombre 70 Trastorno Depresivo mayor
26 Mujer 33 Trastorno Depresivo mayor
27 Mujer 21 Trastorno Depresivo mayor
28 Hombre 32 Trastorno Depresivo mayor
29 Hombre 61 Trastorno Depresivo mayor
30 Mujer 20 Trastorno Depresivo mayor
31 Hombre 41 Trastorno Depresivo mayor
32 Mujer 33 Trastorno Depresivo mayor
33 Hombre 24 Trastorno Depresivo mayor
34 Hombre 27 Trastorno Depresivo mayor
35 Hombre 53 Trastorno Depresivo mayor
36 Hombre 30 Trastorno Depresivo mayor
37 Mujer 60 Trastorno Depresivo mayor
38 Mujer 69 Trastorno Distimico
39 Mujer 62 Trastorno Distimico
40 Mujer 60 Trastorno Depresivo mayor
41 Mujer 47 Trastorno Depresivo mayor
42 Mujer 52 Trastorno Distimico
43 Mujer 31 Trastorno Distimico
44 Mujer 32 Trastorno Depresivo mayor
45 Mujer 65 Trastorno Depresivo mayor
46 Hombre 57 Trastorno Depresivo mayor
47 Mujer 40 Trastorno Depresivo mayor
48 Hombre 33 Trastorno Distimico
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La Tabla I muestra que 38 pacientes recibieron el diagnostico de trastorno depresivo
mayor (TDM), 5 pacientes fueron diagnosticados con trastorno distimico (TD) y otros 5
pacientes con trastorno bipolar (TB). Con el objetivo de formar un grupo de estudio lo mas
homogéneo posible y poder establecer asociaciones entre los pardmetros clinicos y los
parametros biologicos de analisis, se eliminaron de la muestra todos aquellos casos de trastorno
distimico y trastorno bipolar, quedando una muestra final formada por 38 pacientes todos ellos
con diagnostico de TDM.

Los resultados, por tanto, corresponden a un grupo de 38 pacientes con TDM y un grupo de
38 sujetos controles sanos, que fueron reclutados y sometidos a seguimiento como se describe en
el apartado de Material y Métodos.

Las caracteristicas sociodemograficas analizadas fueron las que se citan con mayor
frecuencia en las investigaciones revisadas: “edad”, “sexo” y “situacion laboral” (Robins y col.,
1991; Weissman y col., 1996; Kessler y col., 1994), ademas del “estado civil” y “nivel de
estudios”.

Los dos grupos resultaron bastante homogéneos en “sexo”, “nivel educativo”, “estado
civil”, “edad” y “situacion laboral” (Tabla II). Los sujetos control fueron mas jovenes que los
pacientes con depresion, aunque sin diferencias estadisticamente significativas (test de Mann-
Whitney, p>0,8). La situacion laboral fue practicamente la misma, con la excepcion del nimero
de estudiantes. Esto quiere decir que las muestras fueron homogéneas y comparables entre si
para el proposito de estudio.

En cuanto a las caracteristicas clinicas de la muestra depresiva (Tabla III), se tuvieron en
cuenta las siguientes variables: tipo de diagndstico, tipo de tratamiento psicofarmacologico y
puntuaciones totales en la Escala de Depresion de Hamilton (HDRS) (Hamilton, 1960), (ver
Anexo 5).

Como era previsible, dada la elevada heterogeneidad del sindrome depresivo, dentro de la
muestra se observaron diferencias estadisticamente significativas en relacion con la historia de
episodios depresivos que cada paciente presentaba al inicio del estudio, mientras que un 30% de
los sujetos mostraron una historia de episodio unico, hasta el 70% present6é un curso recurrente.
En relacion con el tipo de tratamiento psicofarmacologico, a pesar de su importancia no
determinamos el tratamiento recibido por cada paciente, al no tratarse de un ensayo clinico sélo
el psiquiatra estableci6 el tratamiento que consideré mas oportuno para cada uno de los casos,
por esta razon el tratamiento resultd muy variable dentro de la muestra depresiva, siendo la

estrategia mas frecuente la combinacion farmacologica de antidepresivos y ansioliticos, muy por
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encima de la monoterapia antidepresiva y del resto de combinaciones preescritas (Tabla III).
Una descripcion mas detallada del diagnoéstico y el tipo de medicacion de cada paciente aparece
recogida en la Tabla IV

Tanto el tipo de diagndstico (TDM episodio Unico vs. recidivante) como el tipo de
tratamiento psicofarmacoldgico preescrito a cada paciente fueron dos variables a tener en cuenta
en nuestro estudio, a fin de conocer las posibles asociaciones entre ellas y nuestros parametros de

estudio (el analisis se mostrard mas adelante).
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Tabla II. Caracteristicas socio-demograficas del grupo control y grupo depresivo

Grupo control Grupo depresivo Estadistico (p)
N 38 38
EDAD 39,03+1,13 42,2542 42 t(37)=2,53; p(0,84)
SEXO
Hombres 17 (45%) 15 (39%) ¥ (2)=1,32; p(0,25)
Mujeres 21 (55%) 23 (61%)
ESTADO CIVIL
Soltero 9 (23,7%) 12(28,8%)
Casado 26(68,5%) 21(55,3%) ¥ (8)=7.65; p(0,623)
Separado 1(2,6%) 2(5,3%)
Divorciado 1(2,6%) 1(5,3%)
Viudo 1(2,6%) 2(5,3%)
SIT. LABORAL
Trabaja 33(86,8%) 32(84,2%)
Estudia 4(10,6%) 1(2,6%) 2 (@)= 5.02: p(0.436)
No activo 1(2,6%) 5(13,2%)
ESTUDIOS
Graduado o menos 17(44,7%) 20(52,6%)
Bachiller 12(28,8%) 12(28,8%)
Superiores 9(23,7%) 6(18,6%) X (4)=4.35; p(0.286)

Tabla III. Caracteristicas clinicas de la muestra depresiva

Grupo depresivo Estadistico (p)
Diagnéstico TDM
Episodio tnico 11 (29%) ¥ (1)=5,02; p(0,04)
Episodio recidivante 27 (71%)
Tratamiento
Monoterapia antidepresiva 3 (7,8%)
Combinado AD+ ANS 23 (60,5%) % (3)= 38,89; p(0,00)
Combinado AD + AP 3 (7,8%)
Combinado AD + EA 9 (23,7%)
HDRS
Media+ESM 22,39+0,76 -

AD (Antidepresivos); ANS (Ansioliticos); AP (Antipsicéticos);
EA (Estabilizadores del estado de animo).
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Tabla IV. Descripcién del tipo de diagndstico y terapia psicofarmacolégica en la muestra

depresiva.
ORDEN DIAGNOSTICO TRATAMIENTO
(TDM)
1 Episodio tinico Citalopram (AD), Lorazepam (ANS), Flurazepam (ANS)
2 Episodio recidivante Citalopram (AD), Alprazolam (ANS), Loprazolam (ANS)
3 Episodio recidivante Halazepam (ANS), Litio (EA), Lormetazepam (ANS)
4 Episodio Ginico Alprazolam (ANS)
5 Episodio recidivante Citalopram (AD), Imipramina(AD), Lormetazepam(ANS), Pregabalina (EA)
6 Episodio recidivante Trazodona(AD),Mianserina(AD), Lorazepam, Ketazolam, Clorazepato(ANS)
7 Episodio tinico Citalopram (AD), Lormetazepam (ANS)
8 Episodio recidivante Venlafaxina (AD), Litio (EA)
9 Episodio recidivante Fluoxetina (AD), Alprazolam (ANS)
10 Episodio recidivante Imipramina (AD), Lorazepam(ANS), Risperidona (AP)
11 Episodio recidivante Clonazepam (ANS), Venlafaxina (AD), Ziprasidona (AP)
12 Episodio recidivante Venlafaxina (AD), Oxcarbazepina (EA), Lormetazepam (ANS)
13 Episodio recidivante Imipramina (AD), Litio (EA), Flunitrazepam (ANS)
14 Episodio recidivante Venlafaxina (AD), Halazepam (ANS), Mianserina (AD)
15 Episodio recidivante Citalopram (AD), Alprazolam (ANS), Mirtazapina (AD)
16 Episodio recidivante Duloxetina (AD), Lorazepam (ANS), Pregabalina (EA)
17 Episodio tnico Citalopram (AD), Ketazolam (ANS), Reboxetina (AD)
18 Episodio recidivante Venlafaxina (AD), Mirtazapina (AD), Risperidona (AP), Lorazepam (ANS)
19 Episodio recidivante Sertralina (AD), Ketazolam Flunitrazepam (ANS),Pregabalina (EA)
20 Episodio recidivante Escitalopram (AD), Mirtazapina (AD)
21 Episodio recidivante Duloxetina (AD), Litio, Acido valproico (EA), Ketazolam (ANS)
22 Episodio unico Citalopram (AD), Lorazepam (ANS)
23 Episodio recidivante Halazepam (ANS), Sertralina (AD)
24 Episodio tinico Duloxetina (AD), Brotizolam (ANS)
25 Episodio recidivante Citalopram (AD), Mirtazapina (AD)
26 Episodio tinico Venlafaxina (AD), Ketazolam (ANS), Lorazepam (ANS)
27 Episodio recidivante Sertralina (AD), Clonazepam (ANS)
28 Episodio tinico Bupropion (AD), Lorazepam (ANS)
29 Episodio recidivante Sertralina (AD), Diazepam+Piridoxina, Loprazolam (ANS)
30 Episodio unico Sertraline (AD), Clorazepato (ANS)
31 Episodio tinico Citalopram (AD), Lorazepam (ANS), Zolpidem (ANS)
32 Episodio recidivante Halazepam (ANS), Sertralina (AD)
33 Episodio recidivante Citalopram (AD), Trazodona (AD), Halazepam (ANS)
34 Episodio recidivante Topiramato (EA), Fluoxetina (AD)
35 Episodio recidivante Sertralina (AD), Halazepam (ANS)
36 Episodio tinico Citalopram (AD), Lorazepam (ANS), Brotizolam (ANS)
37 Episodio tinico Sertralina (AD), Lorazepam (ANS)
38 Episodio recidivante Citalopram (AD), Trazodona (AD)

AD (Antidepresivo); ANS (Ansioliticos); AP (Antipsicéticos); EA (Estabilizadores del estado de animo).
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2.2.  Estudio de la expresion del transportador SERT en la membrana de linfocitos en

individuos control y depresivos.

2.2.1. Deteccion mediante western blot de la expresion proteica del transportador

SERT en linfocitos humanos.

La inmunodeteccion (western blot) permitid corroborar la existencia de la proteina SERT
en los linfocitos humanos, asi como, disponer de una herramienta segura para el estudio
experimental de este transportador. En la imagen que aparece reflejada en la Figura 1 se observa
una banda especifica correspondiente al tamafio de la banda detectada en la membrana de los

linfocitos, en torno al valor de 70-80 kDa.

kDa Figura 1. Expresion del
transportador SERT dectectado
-173

por western blot. A la derecha

" =117  se indican los tamafios de masa

SERT
76 kDa

migracion en paralelo de un
Bl v

marcador de pesos moleculares.

molecular obtenidos por la

El transportador fue decretado
en la membrana de los linfocitos
con un peso aproximado de 70-

80 kDa.
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2.2.2. Doble inmunomarcaje: agrupacion de SERT en dominios especificos de

membrana.

En los linfocitos control, los estudios inmunocitoquimicos dobles para SERT y el marcaje
de balsas lipidicas mostraron que la inmunorreactividad para SERT aparecié fundamentalmente
en estos dominios especificos de membrana, confirmando la localizacion del transportador en las

balsas lipidicas.

Figura 2. Seccion virtual de microscopia confocal

SERT + RAFTS

mostrando un marcaje de inmunofluorescencia
doble para SERT y balsas lipidicas en linfocitos
control. Microfotografia (100X) en las que se
muestra colocalizacion del inmunomarcaje para
SERT (verde) y balsas lipidicas (rojo), y la zona de

colocalizacion de ambos marcadores (amarillo).

2.2.3. Inmunocitoquimica con bisbenzimida.

La técnica de presentacion de ADN nuclear mediante la coloracion fluorescente con
bisbenzimida de Hoechst permitié observar la localizacion de SERT principalmente en la

superficie de la membrana plasmatica de los linfocitos.

Figura 3. Inmunofluorecencia para SERT y para el ADN nuclear en linfocitos

control. (a)Los agrupamientos SERT-positivos (verde) aparecen asociados a la
membrana plasmatica. (b) La tincién con bisbenzimida (azul) muestra la tincion del

nucleo celular. (¢) Superposicion de las imagenes (a) y (b).
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2.2.4. Inmunomarcaje de la agrupacion de SERT en linfocitos control y depresivos.

El inmunomarcaje para la agrupacion de SERT en el grupo control mostré agrupamientos
localizados principalmente en la superficie de la membrana plasmatica de practicamente toda la
poblacion de linfocitos. Los agrupamientos aparecen muy bien definidos (Figura 4a) con un
nimero medio de agrupamientos por linfocito de 53,4 £2,2 y un tamafio medio de 0,12 +0,002
pum® (Figura 5a).

El inmunomarcaje para la agrupacion de SERT en linfocitos del grupo depresivo mostro
una localizacion semejante al grupo control, pero aparecié asociado a agrupamientos algo mas
difuminados (Figura 4b), con un nimero medio de agrupamientos por linfocito de 58,38+2,4 y
un tamafio medio de 0,15+0,007 um2 que en los linfocitos control (Figura 5b).

El Test ¢ de Student para muestras independientes no indicé un efecto significativo de la
presencia del estado depresivo sobre el nimero medio de agrupamientos SERT-positivos [t(74)=
1,19; p>0,24], sin embargo, ese efecto si tuvo lugar sobre el tamafio medio de los agrupamientos.
En el grupo depresivo el tamano medio fue significativamente mayor que en el grupo control
[t(74)= 2,47 p<0,02].

Como mencionamos anteriormente, se analizaron las posibles relaciones entre el tipo de
diagnostico (episodio unico vs. episodio recidivante) y el tipo de tratamiento con los parametros
biologicos de estudio, % de agrupamientos SERT en el pico modal, nimero y tamaiio de los
agrupamientos SERT-positivos, para descartar que variaciones en el diagndstico y en el tipo de
farmacoterapia pudieran estar incidiendo sobre las variaciones de nuestras medidas. La Tabla V
muestra la ausencia de variaciones significativas en las medidas obtenidas para nuestros
parametros biologicos en relacion con el tipo de diagnoéstico y la Tabla VI muestra que no hubo
diferencias estadisticamente significativas en los pardmetros bioldgicos en relacion con el tipo de

tratamiento psicofarmacolégico (antes del inicio del tratamiento).
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Linfocito de un Linfocito de un
sujeto control paciente depresivo

%
-y
£,

&7

¥

Figura 4. Inmunofluorescencia para el transportador de serotonina, SERT, en linfocitos
humanos. Las figuras a y b muestran linfocitos inmunomarcados para SERT, los
agrupamientos SERT-positivos aparecen asociados principalmente con la membrana
plasmatica, aunque algunos grupos SERT pueden corresponder a las membranas de las
vesiculas intracitoplasmaticas: (a) linfocito de un sujeto control, agrupamientos claramente
definidos; (b) linfocito de un paciente depresivo, agrupamientos un poco mas difuminados.
Las figuras ¢ y d muestran el analisis del niimero y tamafio de los agrupamientos SERT en
los linfocitos de las figuras a y b, respectivamente. Las figuras e y f representan los
graficos de superficie de las figuras a y b, mostrando la intensidad de Ia

inmunofluorescencia del marcaje SERT en los linfocitos.
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Numero de agrupamientos SERT-positivos
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Figura 5. Efecto del estado depresivo sobre el numero (a) y el tamaiio (b) de los
agrupamientos SERT-positivos en linfocitos. El tamafio de los agrupamientos SERT
aumenta significativamente (*) en los pacientes depresivos con respecto al grupo control.

Los datos se representan como mediastESM.
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Tabla V. Diferencias en los pardmetros bioldgicos segun el tipo de diagndstico (antes del

tratamiento).
Numero de Tamafio de los
agrupamientos agrupamientos
SERT-positivos SERT-positivos
Episodio tnico 54,82+2,55 0,16+0,02
Episodio 60,02+2,99 0,15+0,08
recidivante

Test t de

t(0,538); p>0,594 t(-1,092); p>0,282
Student

Tabla VI. Diferencias en los parametros biologicos segin el tipo de tratamiento

psicofarmacoldgico (antes del tratamiento).

Numero de Tamaiio de los
agrupamientos agrupamientos
SERT-positivos SERT-positivos
Monoterapia 47,29+1,6 0,13=0,01
antidepresiva
Antidepresivo
+ 55,88+2,6 0,16+0,01
Ansiolitico (AD+ANS)
Antidepresivo
+ 70,32+6,5 0,15+0,01
Antipsicdtico (AD+AP)
Antidepresivo
+
Estabilizador del estado 66,886,4 0,1420,01
de Animo (AD+EA)
Prueba F de ANOVA F(2,388); p>0,1 F(0,493); p>0,690
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2.2.5. Distribucion del tamaiio de los agrupamientos SERT-positivos en linfocitos de

individuos control y pacientes no tratados.

La representacion grafica de la distribucion del tamafio de los agrupamientos SERT-
positivos mostré un pico modal entre 0,05-0,10 pm” en ambos grupos, control y depresivo. Este
pico indica la existencia de una distribuciéon unimodal sesgada, representada en todos los
individuos control y en la gran mayoria de los individuos depresivos por mas del 40% del
numero total de agrupamientos (Figuras 6a, 6b y 6c¢).

Sin embargo, a pesar de que la mayor parte de los pacientes (sobre el 80% del total de la
poblacién depresiva) mostraron ese pico modal en el intervalo 0,05-0,10 um? representado por el
40% de sus agrupamientos, un grupo reducido de pacientes (el 20% aproximadamente) no
alcanz6 un porcentaje superior al 30% en el intervalo modal (Figura 6d), dando lugar a una
distribucion bimodal de la poblacion depresiva en relacion con el porcentaje de agrupamientos
en el pico modal. Este hecho, llevd a platearnos la posible existencia de dos subgrupos diferentes
de pacientes depresivos: Depresion-1 (D-I) y Depresion-II (D-II), de acuerdo con las diferencias
en el porcentaje de agrupamientos SERT-positivos en el pico modal que presentd cada paciente.
Incluyendo a los pacientes con un pico modal superior al 40% en el subgrupo D-I y a los
pacientes con un pico modal por debajo del 35% en el subgrupo D-II (un poco por debajo del
40% para poder discriminarlo adecuadamente del grupo control, a fin de determinar si estas

diferencias se correlacionaban con algunas caracteristicas clinicas (Figuras 6e y 6f).

2.2.6. Subgrupos depresivos D-1y DII: andlisis de las diferencias en la agrupacion de

SERT en linfocitos de pacientes no tratados.

El analisis de los parametros biologicos (% de agrupamientos SERT en el pico modal,
numero y tamafio medio de los agrupamientos SERT-positivos) en los subgrupos D-1 y D-II y en
la poblacion control (C), mediante el analisis de la varianza con la prueba Anova de una cola,
reveld un efecto estadisticamente significativo del “subgrupo depresivo” (D-1 o D-II) sobre el %
de agrupamientos SERT en el pico modal [F(2)= 96,850; p<0,001], el nimero medio de
agrupamientos SERT-positivos [F(2)=2,943; p<0,05] y sobre el tamafio medio de los
agrupamientos [F(2)=11,62; p<0,001].

Para el analisis de comparaciones multiples se utiliz6 la correccion de Bonferroni. Este

andlisis post hoc mostrd en primer lugar que, el % de agrupamientos SERT en el pico modal fue
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estadisticamente superior en el grupo control (47,47+0,83) que en el subgrupo D-I (41,91+0,73)
[p<0,001] y el subgrupo D-II (21,58+1,62) [p<0,001] y, ademads, que en el subgrupo D-I fue
significativamente superior que en D-II [p<0,001] (Figura 7a). En segundo lugar, que el numero
medio de agrupamientos en el subgrupo D-I (61,07+£2,4) fue similar al de la poblacion control
(53,4+2,2) [p>0,5] pero mucho mayor que el del subgrupo D-II (48,28+3,5) [p<0,05] (Figura
7b), y por ultimo, que el tamafio medio de los agrupamientos en D-I (0,14+0,004) también fue
similar al del grupo control (0,12+0,002) [p>0,9], pero mucho mas pequefio que el del subgrupo
D-II (0,21+0,02) [p<0,001] (Figura 7c).
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Figura 6. Representacion grafica de la distribucion del tamafo de los agrupamientos SERT-
positivos en la poblacion control (a) y en la poblacion depresiva total (b). Ambos grupos muestran
un pico modal entre 0,05-0,10 um® (banda gris oscura) representado por mas del 40% de los
agrupamientos (c¢). Sin embargo, algunos pacientes de la poblacion depresiva total (el 20%
aproximadamente) mostraron un pico modal representado solo por el 20-25% de sus
agrupamientos, dando lugar a una distribuciéon bimodal en relacion con el porcentaje de
agrupamientos SERT-positivos que cada paciente presentd en el pico modal (d). De este modo, en
la poblacion depresiva se diferenciaron dos subgrupos de pacientes, Depresion I (e) formado por los
pacientes que mostrron un pico modal del 40% en el intervalo de tamafio entre 0,05-0,10 um® y
Depresion II (f) con los pacientes que no alcanzaron un pico modal superior al 35% en el intervalo

0,05-0,10 um”.
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Figura 7. Efecto del estado depresivo sobre el % de agrupamientos en el pico modal (a), el
numero (b) y el tamafio (¢) de los agrupamientos SERT-positivos en la poblacién control y
en los subgrupos depresivos D-1 y D-II. El % de agrupamientos de SERT en el pico modal
es significativamente (*) mayor en el grupo control que en los subgrupos D-I y D-1I y,
también, significativamente (*) mayor en el subgrupo D-I que en el subgrupo D-II. El
nimero de agrupamientos es significativamente (*) mayor en el subgrupo D-I que el
subgrupo D-II, pero el tamafio de los agrupamientos es significativamente (*) mas grande
en D-II con respecto a la poblacion control y D-I, que no muestran diferencias
significativas entre si ni en el nimero ni en el tamafio de sus agrupaciones. Los datos se

representan en medias grupales + ESM.
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2.3. Estudio de las puntuaciones clinicas de la escala HDRS en pacientes depresivos.

2.3.1. Subgrupos D-1y D-II: andlisis de las diferencias en las escala de depresion

HDRS en pacientes no tratados.

Respecto al analisis de los parametros clinicos, las puntuaciones medias totales en la escala
de depresion HDRS fueron: (22,39+0,76), (23+0,84) y (20,13+1,6) para DT y los subgrupos D-I
y D-II, respectivamente (Figura 8). De nuevo se aplico la prueba estadistica Anova de una cola
y los resultados mostraron que, no hubo diferencias estadisticamente significativas entre los tres
grupos en la escala HDRS, [F(2)=1,295; p>0,3].

Por otro lado, la puntuacion total de cada paciente en la escala HDRS fue la variable
clinica central en este estudio, sirviendo de medida de depresion y, por tanto, permitiendo
establecer posibles correlaciones con las variaciones en los parametros biologicos. Por esa razon,
como en el apartado referido a los pardmetros bioldgicos, se analizd la relacion entre el tipo de
diagnostico y el tipo de tratamiento con las puntuaciones totales en la escala HDRS para
descartar que las puntuaciones de los pacientes en la escala no fueran motivadas por el su
diagnostico o tratamiento.

En primer lugar, se analizé si las puntuaciones totales de la escala HDRS (antes del
tratamiento) mostraron diferencias estadisticamente significativas en relacion con el tipo de
diagnostico depresivo, la Tabla VII indica que las puntuaciones no mostraron variaciones en
relacion con el diagnostico recibido por el paciente, y en segundo lugar, la posible relacion entre
las puntuaciones totales de HDRS con el tipo de tratamiento psicofarmacoldgico preescrito, la
Tabla VIII indica que no hubo ninguna diferencia estadisticamente significativa en las

puntuaciones totales debido al tipo de tratamiento.
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Figura 8. Puntuaciones totales en la Escala de Depresion de Hamilton para la poblacion
depresiva total y para los subgrupos depresivos D-I y D-II antes del inicio del tratamiento
psicofarmacoldgico. La figura muestra la ausencia de diferencias significativas entre D-I y

D-II. Los datos se representan en medias grupales = ESM.
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Tabla VII. Diferencias en las puntuaciones totales de la escala HDRS segtn el tipo de

diagnostico (antes del tratamiento).

HDRS
Episodio tinico 21,92+1,17
Episodio recidivante 22,65+1,02

Test ¢ de Student t(-0,442); p>0,658

Tabla VIII. Diferencias en las puntuaciones totales de la escala HDRS segun el tipo de

tratamiento psicofarmacologico (antes del tratamiento)

HDRS
Monoterapia antidepresiva 22+0,001
Antidepresivo+Ansiolitico
(AD+ANS) 22,79+0,85
Antidepresivo+Antipsicético
(AD+AP) 21+2,04
Antidepresivo+Estabilizador del
estado de animo(AD+EA) 23,3+2,84
Prueba F de ANOVA F(0,160); p>0,922
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2.3.2. Correlaciones entre HDRS y los parametros biologicos en los individuos

depresivos no tratados.

Las correlaciones entre los parametros clinicos (puntuaciones en la escala HDRS) y los
parametros bioldgicos (nimero y tamafio medio de los agrupamientos), aplicando la correlacion
de Pearson, no revelaron ninguna asociacion significativa entre las puntuaciones en la escala
clinica y los parametros bioldgicos para ninguno de los grupos de estudio en pacientes

depresivos no tratados.

Tabla IX. Correlaciones entre los parametros clinicos y bioldgicos, antes del tratamiento.

HDRS
Depresion Depresion I  Depresion I1

Numero de Correlacion de 0,017 -0,235 -0,577
. Pearson
agrupamientos
SERT-positives  Sig. (bilateral) 0,921 0,212 0,134
Tamaiio de los  Correlacion de -0,211 0,144 0,148
. Pearson
agrupamientos
SERT-positives  Sig. (bilateral) 0,211 0,448 0,726

*La correlation es significativa para p<0,05 (bilateral)
**La correlation es significativa para p<0,01 (bilateral)
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2.3.3. Subgrupos D-1y D-11: andlisis de las diferencias en las escala de depresion

HDRS después del tratamiento.

Las puntuaciones en la escala de depresion HDRS tras 8 semanas de tratamiento se vieron
disminuidas significativamente en los tres grupos depresivos. La mejora en las puntuaciones
medias totales (10,95+1,03) para la poblacion depresiva total, (12,17+1,2) para el subgrupo D-1'y
(6,25%1,55) para el subgrupo D-II, apunté a un efecto significativo del tratamiento sobre el
indice de depresion, que se confirm6 mediante el Test ¢ de Student para muestras relacionadas:
[t(37)=12,96; p<0,001] para DT; [t(29)=11,54; p<0,001] para D-I y [t(7)= 6,18; p<0,001] para
D-II (Figura 9a).

El analisis de las diferencias intergrupales, mostro que el efecto del tratamiento no fue
semejante sobre las tres muestras, con un Anova de una cola igual a [F(2)=2,979; p<0,05], y el
posterior test de Bonferroni se observé que no hubo diferencias entre la poblacion depresiva total
y el subgrupo D-I [p>0,09] o D-II [p>0,16], pero que si hubo diferencias significativas entre los
subgrupos D-1'y D-II [p<0,05].

La puntuacién media total en la escala HDRS se redujo en un 50% para la poblacion
depresiva total (con una diferencia de medias de 11,44), en un 47% para el subgrupo D-I
(diferencia de medias de 10,83) y llegd hasta un 70% para el subgrupo D-II (diferencia de
medias de 13,88). Curiosamente, a pesar de que todos los grupos mostraron una respuesta al
tratamiento psicofarmacolégico, la mayor diferencia de medias para el subgrupo D-II y un
puntaje en la HDRS inferior a 7 (6,25), indic6 que en este grupo tuvo lugar una remision de los
sintomas depresivos (ver Discusion) (Figura 9b).

Del mismo, que antes al inicio del tratamiento, se analizaron de nuevo las diferencias en las
puntuaciones totales de la escala HDRS en relacion con el tipo de diagndstico depresivo y el
tipo de tratamiento psicofarmacoldgico para descartar variaciones en las puntuaciones totales de
la escala en relacion con ambas variables, considerando el tiempo de tratamiento (antes y
después). La Tabla X indica que hubo un efecto claro del tratamiento (diferencias antes-después)
p<0,001, pero que no hubo diferencias segun el tipo de diagndstico (episodio unico vs.
recidivante) p>0,5, las puntuaciones totales en la escala HDRS son semejantes entre los tipos de
diagnostico antes y después del tratamiento, disminuyendo las puntuaciones HDRS en ambos
casos. La Tabla XI muestra que hubo un efecto claro del tratamiento (diferencias antes-después)

p<0,000, pero independientemente del tipo de fArmacos utilizados p>0,383.
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Tabla X. Diferencias en las puntuaciones totales de la escala HDRS segun el tipo de

diagndstico y el tiempo de tratamiento (antes y después).

HDRS
Naive Tratamiento

Episodio tnico 22.77+1,17 12,16+1,11

Episodio recidivante 22,31+1,02 10,38+1,37
F(0,445);p>0,507

Prueba F de ANOVA  Diagnostico
de dos vias ) F(24,34);p<0,000
Tiempo

F(0,706);p>0,404

Diagnostico™ Tiempo

Tabla XI. Diferencias en las puntuaciones totales de la escala HDRS segun el tipo de

tratamiento y el tiempo de tratamiento (antes y después).

HDRS
Naive Tratamiento
Monoterapia 22+0,001 3,5+0,5
antidepresiva
Antidepresivo
+ 22,79+0,85 11,68+1,26
Ansiolitico (AD+ANS)
Antidepresivo
+ 21+2,04 9,49+1,73
Antipsicético (AD+AP)
Antidepresivo
+ 23,3+2,84 11,66+2,94
Estabilizador del estado de
animo (AD+EA)
Tratamiento F(1,036);p>0,383
Prueba F de ANOVA de
dos vias Tiempo F(43,28);p<0,000
F(0,563);p>0,641

Tratamiento * Tiempo
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2.4. Anadlisis de los parametros biologicos después del tratamiento.

El efecto del tratamiento psicofarmacologico resulté estadisticamente significativo sobre el
% de agrupamientos de SERT en el intervalo modal [t(37)= -3,544; p<0,001], pero no sobre el
numero [t(37)=0,534; p>0,59] y el tamafio medio de los agrupamientos de SERT [t(37)=1,771;
p>0,09] en la poblacion depresiva total. En el subgrupo depresivo D-I también se observaron
cambios estadisticamente significativos en el % de agrupamientos de SERT en el intervalo modal
[t(29)= -2,225; p<0,03], pero no en el nimero de agrupamientos [t(29)=1,720; p>0,1] ni en el
tamafio de los agrupamientos [t(29)=4,015; p>0,09] debido al tratamiento. Sin embargo, en el
subgrupo D-II el efecto del tratamiento no incidid sobre el tamafio de los agrupamientos
[t(7)=0,525; p>0,69] pero si en el % de agrupamientos de SERT en el intervalo modal [t(7)= -
3,857; p>0,001], con un incremento del 15%, y en su nimero [t(7)=-1,947; p<0,04], con un
incremento del 27% (Figuras 10 a,byc).

En cuanto a las diferencias intergrupales, después del tratamiento el % de agrupamientos de
SERT en el intervalo modal continu6 siendo significativamente inferior en D-II que en la
poblacion depresiva total [p<0,001] y D-I [p<0,001], a pesar del incremento del 15% observado.
El niimero medio de agrupamientos fue similar entre la poblaciéon depresiva total, D-I y D-II
[F(2)=0,525; p>0,59], al contrario de lo que ocurria antes del tratamiento donde la media para D-
II era significativamente inferior (Figura 7b). Desaparecen las diferencias entre los tres grupos
en el nimero de agrupamientos lo que indica que el tratamiento tuvo un efecto semejante en
todos ellos y, ademas, los tres grupos tienen un nimero de agrupamientos similar a la poblacion
control. En el tamafio medio de los agrupamientos el tratamiento, sin embargo, no tuvo el mismo
efecto sobre los tres grupos [F(2)=14,46, p<0,001], mientras el tamafio medio se redujo en la
poblacién depresiva total y en D-I (aunque la reduccion no llegara a ser significativa como se
indicé en el parrafo anterior), en D-II no tuvo lugar ningun cambio, el tamafio medio de los
agrupamientos continud siendo mayor respecto a la poblacion total y a D-I. En la poblacion
depresiva total y en D-I desaparecen las diferencias respecto al grupo control después del
tratamiento (Figuras 10 d, e y f).

Las Tablas XII y XIII indican que no hubo diferencias en los pardmetros bioldgicos segiin
el tipo de diagndstico o el tipo de tratamiento recibidos, ni antes ni después del tratamiento.
Asimismo, no hubo variaciones significativas en los parametros biologicos en relacién con el
tiempo de tratamiento. Como indicamos al inicio de este punto (2.4), el tratamiento sélo tuvo
efecto sobre el nimero medio de agrupamientos en el subgrupo D-II y al tratarse de un grupo

muy reducido no se refleja en el analisis estadistico, aplicado a la poblacion depresiva total.
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Tabla XII. Diferencias en los pardmetros bioldgicos segun el tipo de diagndstico y el

tiempo de tratamiento (antes y después).

Numero de agrupamientos Tamaiio de los
SERT-positivos agrupamientos
SERT-positivos
Naive Tratamiento Naive Tratamiento
Episodio tinico 54,82+2,55 51,83+5,2 0,16+0,02 0,15+0,02
Episodio recidivante 60,02+2,99 58,44+2.95 0,15+0,08 0,14+0,01
ANova  Diagnostico F(2,516); p>0,117 F(1,580); p>0,213
dedos  Tiempo F(0,277); p>0,600 F(1,182); p>0,281
vias Diagnéstico * Tiempo F(0,014); p>0,906 F(0,012);p>0,913

Tabla XIII. Diferencias en los parametros bioldgicos segin el tipo de tratamiento y el

tiempo de tratamiento (antes y después)

Numero de agrupamientos Tamaiio de los agrupamientos

SERT-positivos SERT-positivos
Naive Tratamiento Naive Tratamiento
Monoterapia 4729+1,6  56,004144  0,13+0,01 0,12+0,01
antidepresiva
Antidepresivo
+ 55,884+2,6  55,92+3,15 0,16+0,01 0,15+0,01
Ansiolitico (AD+ANS)
Antidepresivo
T 7032465 69412521 19001 0,15+0,02
Antipsicotico (AD+AP)
Antidepresivo
+ 0,14+0,01 0,13+0,05
Estabilizador del estado 66,88+6,4 33,29+6,49
de animo (AD+EA)
Tratamiento F(2,002);p>0,123 F(1,068); p>0,369
ANOVA
dedos liempo F(0,076);p>0,784 F(0,238);p>0,627
vias Tratamiento * Tiempo F(0,905);p>0,444 F(0,120);p>0,948
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2.4.1. Correlaciones entre HDRS y los parametros biologicos después del tratamiento.

Después del tratamiento el andlisis de correlaciones indic6 que un mayor numero de
agrupamientos de SERT correlacionaba con un mejor resultado clinico. Al comparar el grado de
mejoria clinica con el grado de agrupamiento de SERT se observo una correlacion significativa
entre las diferencias en el numero de agrupamientos, antes y después del tratamiento, y las
diferencias en las puntuaciones totales de la escala HDRS en el subgrupo D-II [R=- 0,761;
p<0,03]. Sin embargo, esas correlaciones no se observaron ni en la poblacién depresiva total ni
en D-I, lo que puede deberse a la ausencia de alteraciones en el nimero de agrupamientos
debidas al tratamiento (ver punto 2.2.7, Figura 7a) que si tuvieron lugar en el subgrupo D-II. En
todos los grupos existe una mejoria en las puntuaciones de HDRS pero s6lo en D-II el

tratamiento afecta al nimero de agrupamientos, aumentandolo significativamente.

Tabla XIV. Correlaciones entre los parametros clinicos y biologicos, después del

tratamiento.
HDRS
Depresion  DepresionI  Depresion I1
Numero de Correlacion de -0,127 -0,125 0,761*
. Pearson
agrupamientos
SERT-positivos  Sig. (bilateral) 0,449 0,511 0,03
Tamaiio de los  Correlacion de -0,058 -0,384* -0,101
. Pearson
agrupamientos
SERT-positivos  Sig. (bilateral) 0,73 0,04 0,813

*La correlation es significativa para p<0,05 (bilateral)
**La correlation es significativa para p<0,01 (bilateral)
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Figura 9. Efecto del tratamiento psicofarmacologico sobre las puntuaciones totales de la
escala HDRS en la poblacion depresion total y en los subgrupos D-1 y D-II. Tras ocho
semanas de tratamiento se observa una disminucion estadisticamente significativa (*) de
las puntuaciones totales en la escala HDRS para los tres grupos de estudio que aparece
reflejada en el andlisis comparativo intragrupal (a). La disminucién en la puntuacion total
fue mayor para el subgrupo D-II que para la poblacion depresiva total y el subgrupo D-I,
con una reduccion significativamente (*) mayor en D-II respecto a D-I (b). Los datos se

expresan en medias grupalestESM.
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Figura 10. Representacion grafica de los cambios en el % de agrupamientos SERT en el pico modal,

nimero y tamafio de los agrupamientos SERT-positivos. Se observa que hubo un incremento
estadisticamente significativo (*) en el % de agrupamientos modal en la poblacion depresiva total y en los
subgrupos D-1 'y D-II (a, d, g), pero el subgrupo D-II continua sin alcanzar un % proximo al 40% como el
de D-I, las diferencias entre los subgrupos son significativas (*) (j). El numero y el tamafio de los
agrupamientos para la poblacién depresiva total (b, ¢) y el subgrupo D-I (e, f) no mostraron cambios
significativos, pero si existe un aumento significativo (*) en el nimero de agrupamientos en el subgrupo
D-II (h) tras ocho semanas de tratamiento aunque sin cambios en sus tamafios (i). Las figuras (K) e (i)
comparan el nimero y el tamafio de los agrupamientos entre la muestra depresiva total y los subgrupos D-
Iy D-II después del tratamiento. Téngase en cuenta que no hay diferencias significativas entre estos los
subgrupos D-I y D-II en el nimero de agrupamientos, diferencia que si existia antes del tratamiento (ver
Figura 7b) y que el tamafio de los agrupamientos sigue siendo significativamente mayor para DII que

para D-I como ocurria antes del tratamiento (ver Figura 7c).
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C. Discusion

En este estudio hemos presentado un conjunto de datos que permite proponer el analisis de
la agrupacion de SERT en linfocitos como un posible biomarcador de eficacia terapéutica en el
trastorno depresivo mayor, asi como, un posible evento importante en la fisiopatologia de la
depresion que puede revertir junto con el comportamiento depresivo tras la administracion del
tratamiento antidepresivo.

Como vimos en el capitulo anterior, en los ratones homocigotos reeler (Reln™), que no
muestran niveles detectables de reelina en el plasma sanguineo, se produjo una alteracion en el
agrupamiento de SERT en linfocitos que comprometia el proceso de recaptacion de serotonina y
que, por tanto, condicionaba el desarrollo del trastorno depresivo entre cuyas causas se encuentra
el funcionamiento anormal del sistema serotoninérgico. Si esta alteracion tuvo lugar en ratones
Reln™ y teniendo en cuenta la participacion patologica de la reelina en diversos trastornos
neuropsiquiatricos como en la esquizofrenia y el trastorno bipolar (Guidotti, 2000) o en el
trastorno depresivo mayor (Fatemi y col., 2001a) cabia esperar que una alteracién semejante
tuviera lugar en pacientes con trastorno depresivo mayor.

Nuestros resultados confirman que el transportador SERT se expresa en la membrana de
los linfocitos, y que presenta un tamafio molecular coincidente con el ya descrito en otros tejidos
como en cerebro de rata, detectado con un tamafio de 76 kDa (Quian y col., 1995), o en cerebro
humano inmunodetectado en una banda correspondiente al tamafio de 76 kDa (Rammamorthy y
col., 1998). De este modo podemos confirmar que el inmunomarcaje que realizamos realmente
esta discriminando los agrupamientos SERT-positivos en linfocitos los humanos. El marcaje de
la agrupacion de SERT en la membrana plastica fue persistente en los linfocitos de los sujetos
control y de los pacientes con estado depresivo, principalmente en la superficie de la membrana
celular. Sin embargo, el marcaje SERT-positivo resulté ser mas definido y nitido en el grupo
control y mas difuso y disperso dentro de la superficie celular en el grupo depresivo. En las
imagenes de superficie, la intensidad de inmunofluorescencia es menor en el grupo depresivo y
con agrupamientos de mayor tamafio que tienden a expandirse, con respecto a la poblacion
control. Con el analisis estadistico se comprobd que, si bien no hubo diferencias significativas
en el nimero de agrupamientos, el tamaio si resultd significativamente mayor en los pacientes
con trastorno depresivo. Estudios previos han demostrado que en el trastorno depresivo mayor
existe una reduccion en el nimero de SERT en linfocitos (Lima y Urbina, 2002), asi como, una
disminucién en el ARNm que codifica para el mismo (Lima y Urbina, 2005), y que el

tratamiento con fluoxetina (Urbina y col., 1999) o mirtazapina (Pefia y col., 2005) lo
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incrementan. Ademds, Magnani y col. han observado que existe una presencia diferencial de
SERT en determinadas subpoblaciones de linfocitos T que ocurre de manera similar en el
sistema nervioso central y que estaria relacionada con las funciones focalizadas de la serotonina
en las diferentes células del sistema inmunolédgico (Fazzino y col.,2008) Por otro lado, la
dispersion de los agrupamientos de SERT presente en los sujetos depresivos podria estar
relacionada con la disminuciéon de la reelina en el plasma sanguineo y que se sabe provoca
cambios en el agrupamiento de SERT en dominios de balsas lipidicas que es esencial para su
funcionamiento (Magnani y col., 2004).

En las gréaficas de distribucion del tamafio de los agrupamientos SERT-positivos, en el
grupo control, se observa de nuevo una sola poblacion de tamafio entre 0,05 y 0,10um?
representada por mas del 40% de los agrupamientos, mientras que en el grupo depresivo una
parte importante muestra ese mismo pico modal del 40% pero algunos pacientes no llegan al
35% y tienen un sesgo importante hacia tamafos mayores. La distribucion refleja la diferencia en
el tamafio de los agrupamientos que parece diferenciar a los sujetos control y los pacientes
depresivos y que, ademads, permite distinguir entre dos posibles subgrupos de pacientes: D-I (con
un pico modal del 40% igual al control) y D-II (con un pico modal inferior al 35% entre 0,05 y
0,10 um?) a nivel biologico.

Quedaba por comprobar si la diferencia de los posibles subgrupos depresivos (D-I y D-II)
en relacion con los parametros biologicos también representaria dos subpoblaciones clinicas
diferentes de depresion. Las puntuaciones medias totales en la Escala de Depresion de Hamilton
no mostraron diferencias significativas entre la poblaciéon depresiva total, D-I y D-II. Y no se
describieron correlaciones significativas entre los parametros bioldgicos y el indice de depresion
antes del inicio del tratamiento. Se comprobo, ademas, que tanto los parametros biolégicos como
clinicos no mostraran variaciones asociadas al tipo de diagndstico (episodio unico vs.
recidivante) o al tipo de tratamiento antidepresivo recibido por cada paciente. En ambos casos no
existieron asociaciones significativas y se descartd que nuestras medidas estuvieran asociadas
con estas variables. Por tanto, la alteracion observada en el nimero y tamafio de la agrupacion de
SERT no serviria como buen preeditor de diagndstico clinico.

Otra posibilidad es que estas alteraciones bioldgicas pudieran servir como marcador de
eficacia terapéutica. Los resultados tras ocho semanas de tratamiento indicaron que en la
poblacion depresiva total y en el subgrupo D-I no hubo un efecto significativo de la terapia
psicofarmacoldgica sobre el niimero y el tamafio de los agrupamientos SERT-positivos. En la
poblacion total el nimero de agrupamientos se mantiene semejante al del grupo control y con un

tamafio mayor, como antes del tratamiento, sin embargo la diferencia en el tamafio ya no es
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estadisticamente significativa. En el subgrupo D-I el nimero y tamafio de los agrupamientos
continué siendo similar al de los sujetos control y en el subgrupo D-II el tratamiento si tuvo un
efecto significativo sobre el niimero medio de agrupamientos, con un incremento del 27%,
aunque el tamafio medio no varié siendo muy superior al del grupo control como al inicio del
estudio. Cabe sefialar que en la muestra depresiva total no se observé una disminucion
significativa del tamafio de sus grupos SERT-positivos tras el tratamiento debido a que el tamafio
del subgrupo D-II incrementa su media final. A nivel bioldgico el tratamiento tuvo un efecto
significativo, principalmente en el subgrupo D-II, en el que las medidas bioldgicas iniciales se
apartaban mas del perfil control.

Es precisamente en este subgrupo donde el efecto del tratamiento es mas llamativo no sélo
por que el nimero de agrupamientos sufre un gran aumento sino por que su puntuacion media
total en la escala HDRS después del tratamiento se reduce significativamente, incluso por debajo
del criterio de remision de la sintomatologia depresiva, con una media < 7 (Ballerger, 1999).
Estos cambios bioldgicos y clinicos correlacionan significativamente, existe una correlacion
significativa entre la mejoria en la escala HDRS y el incremento en el nimero de agrupamientos.

Por ultimo, después del tratamiento se analizaron de nuevo las posibles asociaciones entre
las variables “tipo de tratamiento” y “diagnéstico” con las medidas bioldgicas y las puntuaciones
de la HDRS, y no se encontraron asociaciones significativas para ninguno de los grupos
depresivos. Ello implica que el tipo de tratamiento preescrito no fue la causa de que un subgrupo
depresivo mostrara mejor respuesta y que la problematica sobre la eleccion del tratamiento
psicofarmacoldgico individualizado continua sin resolver (Chang y Fava, 2010; Papakostas,
2010).

En conclusion, la posibilidad de que el andlisis del agrupamiento de SERT en muestras
periféricas sanguineas pueda convertirse en un verdadero biomarcador de eficacia terapéutica,
permitiria obtener una prueba objetiva sobre posibles subtipos depresivos y desarrollar un
tratamiento mas personalizado que consiguiera aumentar el porcentaje de pacientes
respondedores, disminuyendo el nmimero de recaidas y recurrencia de episodios depresivos.
Primero habria que comprobar que realmente esos posibles subgrupos representan
subpoblaciones clinicas diferentes (observando si las diferencias en la puntuacion total de la
escala HDRS también aparece en otras escalas clinicas de depresion), estudiando el significado
de las alteraciones en la agrupacién de SERT en linfocitos dentro de la fisiopatologia de la
depresion, asi como, las posibles alteraciones en la agrupacion de SERT en la depresion del

SNC.
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A. Introduccién

En las ultimas décadas se ha puesto de manifiesto la importancia de la anhedonia como
sintoma fundamental en diversos trastornos neuropsiquiatricos, incluyendo la depresion y la
esquizofrenia. El término utilizado por primera vez por Ribot en 1896, se define como una
disminucién de la capacidad de experimentar placer, en la que se describe una falta de interés y
una atenuaciéon de todas las actividades habitualmente placenteras (Joiner y col., 2003).
Numerosos autores destacados como Van Praag (1965), Klein (1987) o Fawcett (1983a) han
incluido la anhedonia entre los sintomas nucleares del trastorno depresivo mayor, del mismo
modo que los principales sistemas de clasificacion como el DSM-IV-TR (APA, 2000), que
considera la anhedonia como un sintoma central en su definiciéon de “episodio depresivo mayor”
y en su especificacion de “sintomas melancoélicos”, y la CIE-10 (OMS, 1992), que ha incluido la
incapacidad de sentir placer y experimentar emociones agradables entre los sintomas biolégicos
de la depresion mayor.

Sin embargo, durante afios han existido datos contradictorios respecto a la relacion entre la
anhedonia y la depresion mayor. De especial interés son las explicaciones de Rado (1960), que
establecio la hipétesis de una predisposicion heredada para la esquizofrenia, a la que denominé
anhedonia, y que interaccionaria con el ambiente produciendo la esquizotipia. Algunos autores,
siguiendo esta linea, consideran que la anhedonia es un sintoma principal de la depresion mayor,
con cardcter transitorio, mientras que se trataria de un “rasgo premoérbido personoldgico”
permanente de la esquizofrenia. La anhedonia seria diferente en una y otra patologia (Bernstein y
Riedel, 1987). Klein (1974) que otorgd a la anhedonia un caracter patognomonico en la
depresion siendo el rasgo clave en los trastornos depresivos y Meehl (1962, 1975,1987) que
habla de la anhedonia no sélo como un “estado” sino como un marcador de vulnerabilidad
genética que contribuiria al desarrollo de la enfermedad depresiva al interaccionar con factores
psicosociales estresantes, es decir, un rasgo constitucional (transmitido genéticamente) y
perdurable que posiblemente causa depresion. Para Meehl los individuos con anhedonia (baja
capacidad hedonica) estarian predispuestos a padecer esquizofrenia o depresion. Mas
recientemente autores como Akiskal y Weise (1992) defienden la anhedonia como un estado
cronico del trastorno distimico que podria considerarse un tipo de personalidad.

En base a las ideas de estos tres autores, Rado, Meehl y Klein, se ha desarrollado todo el
campo de estudio sobre la anhedonia.

Independientemente de que la anhedonia pueda tener una relacion mas estrecha que con la

esquizofrenia o la depresion, como mencionamos en el primer parrafo, actualmente se considera
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un sintoma central en el trastorno depresivo mayor y son numerosas las evidencias que asi lo
demuestran. Fawcett y col. (1983) observaron en una muestra de 101 con TDM que, los sujetos
que puntuaban mas alto en las escalas de anhedonia eran mas jovenes, estaban mas deprimidos y
mostraban una pérdida de placer respecto a la comida, el sexo, los contactos sociales y el trabajo,
es decir, presentaban una pérdida generalizada de la capacidad de placer (Fawcett y col., 1983b).
Asimismo, los estudios de potenciales evocados han demostrado que los sujetos anhedoénicos
muestran una menor respuesta tanto a estimulos neutrales como placenteros, debido seguramente
a una a disfuncién cognitiva asociada a una disminucién en la capacidad atencional. En todos
ellos se describe una reduccion en el componente P300 (Simons y col., 1982; Miller, 1986;
Dubal y col., 2000; Franken y col., 2006).

Los modelos animales de anhedonia se han desarrollado basicamente a partir de la
hipotesis de la accion anhedodnica de los neurolépticos. Esta hipotesis, desarrollada por Wise en
1978, sugiere que los neurolépticos bloquean el impacto hedoénico de los refuerzos positivos a
través de algiin componente dopaminérgico y de sus conexiones eferentes esenciales para las
experiencias subjetivas y motivacionales del placer (Carnoy y col., 1986) También, en estudios
con animales habituados al consumo de cocaina, a los que se les suprime bruscamente la
sustancia, se observo un estado anheddnico severo cuya magnitud y duracion era proporcional a
la cantidad de cocaina consumida durante los periodos de autoadministracion, que podria
deberse a una disminucién de la transmision dopaminérgica post-cocaina (Markou y Koob,
1992).

Por otro lado, los modelos animales de depresion han demostrado que el estrés induce un
comportamiento similar al anhedonico (Anisman y Matheson, 2005). Diversos procedimientos,
incluyendo el estrés cronico leve (Willner, 2005), la indefension aprendida (Henn y Vollmayr,
2005), el estrés inevitable (Zacharko y col., 1983), y la separacion temprana (Matthews y
Robbins, 2003) han demostrado disminuir la sensibilidad de los animales para la recompensa.

En la busqueda de posibles biomarcadores de la anhedonia, una cantidad importante de
publicaciones se han centrado en la idea de que las citocinas, como los neurotransmisores y las
hormonas, pueden contribuir a la provocacion o la exacerbacion de la anhedonia y los trastornos
afectivos. Mas concretamente se ha sefialado la importancia de los efectos secundarios
neuropsiquiatricos asociados a los tratamientos con IFN-alfa (interferoén alfa) (Capuron y col.,
2003) y como las elevaciones cronicas de citocinas (interleucina (IL)-1p, IL-6, factor de necrosis
tumoral (TNF-a) o IL-2) generan cambios neuroendocrinos y sobre la neurotransmision cerebral
que son interpretadas por el cerebro como factores de estrés, y pueden contribuir al desarrollo de

la depresion (Anisman y col., 2002, 2003, 2005). Otro posible biomarcador que se ha sefialado
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en relacion con la anhedonia es el polimorfismo funcional Vall58Met del gen COMT (catecol-o-
metiltransferasa), asociado con diferencias en la respuesta emocional identificadas en la
esquizofrenia y en los trastornos del estado de animo (Berenbaum y Oltmans, 1992)

Dada la importancia de la anhedonia en la depresion mayor y que en estudios previos
realizados en nuestro laboratorio (revisar Capitulo II) hemos demostrado la validez de la
agrupacion de SERT en linfocitos humanos como un posible biomarcador de eficacia terapéutica
en el TDM, en base a la significacion correlacional entre el incremento del niimero de
agrupamientos de SERT y la mejoria en la puntuacion total de la escala HDRS, en este estudio lo
que se pretendié fue observar si esa misma significacion correlacional era vélida para la escala
de anhedonia EAA. La EAA o Escala de Autoevaluacion de la Anhedonia (Olivares y col., 2005)
ha demostrado una adecuada fiabilidad (alfa de Cronbach > 8) y validez de constructo,
convergente y discriminante. La EAA captura adecuadamente el sintoma anhedoénico en
pacientes deprimidos reflejando diferencias estadisticamente significativas respecto a los sujetos
control en todos los items que miden los tres dominios de la anhedonia (capacidad para disfrutar
de actividades fisicas, intelectuales y sociales) para las tres subescalas que conforman la EAA:
subescala de INTENSIDAD, FRECUENCIA y CAMBIO. Ademas, mediante esta escala se ha
diferenciado la anhedonia presente en la esquizofrenia y en la depresion, los pacientes
esquizofrénicos, al contrario que los deprimidos, no muestran diferencias estadisticamente
significativas respecto a los controles en las subescalas INTENSIDAD y FRECUENCIA
(Olivares y col., 2005).

De este modo, podriamos consolidar la validez de la agrupacion de SERT como
biomarcador de eficacia terapéutica en TDM, de cumplirse la asociacion entre los subtipos

depresivos y las puntuaciones en la escala clinica EAA.
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B. Resultados

3.1. Caracteristicas demograficas y clinicas de los sujetos de estudio.

Se utilizd para este estudio el mismo grupo de pacientes, con diagnodstico de TDM, y el
mismo grupo control que se emplearon en el estudio anterior (ver Capitulo II, punto 2.1,
pagina 150), ambos formados por 38 individuos.

Los datos relativos a las caracteristicas demograficas: “edad”, “sexo”, “estado civil”,
“situacion laboral” y “nivel educativo”, del grupo depresivo y grupo control, y las
caracteristicas clinicas: “diagnostico”, “tratamiento” y “puntuacion media total HDRS” del
grupo depresivo aparecen recogidas en las Tablas II, IIT y IV (Capitulo II, punto 2.1). No se
encontraron diferencias estadisticamente significativas en ninguna de las variables
sociodemograficas entre el grupo depresivo y control siendo perfectamente comparables entre
si. Dentro del grupo depresivo si se observaron variaciones significativas respecto al tipo de
diagndstico y tipo de tratamiento. Un 29% de la muestra recibid el diagnostico de trastorno
depresivo mayor, episodio Unico, frente a un 71% con diagndstico de trastorno depresivo
mayor, episodio recidivante. El tipo de tratamiento también varié dentro del conjunto de
pacientes: el 60,5% recibié un combinado antidepresivo+ansiolitico, el 23,9% fue tratado con
un combinado de antidepresivo+estabilizadores del estado de animo, el 7,8% recibido un

combinado antidepresivotantipsicotico y el 7,8% restante fue tratado con monoterapia

antidepresiva.

3.2. Estudio de la expresion del transportador SERT en la membrana de linfocitos en

individuos control y depresivos.

A modo de resumen, y como ya se describi6 en el Capitulo II (punto 2.2), en los pacientes
depresivos observamos una alteracion en la agrupacion de SERT con respecto al grupo de sujetos
control. La muestra depresiva total mostré un nimero medio de agrupamientos SERT-positivos
(58,38+2,4) similar [p>0,24] al del grupo control (53,4 £2,2), pero con un tamafio medio
(0,15+0,007 pmz) significativamente [p<0,02] mas grande al del grupo control (0,12 +0,002
um?). El subgrupo depresivo D-I se caracterizd por un nimero medio de agrupamientos
(61,07+2,4) mayor al del grupo control y al de la muestra depresiva total, aunque sin diferencias

estadisticamente significativas [p>0,5 y p>0,9, respectivamente], y un tamafio medio
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(0,14+0,004) semejante al del grupo control [p>0,9] y ligeramente inferior al de la muestra
depresiva total [p>0,4]. Por ultimo, el subgrupo depresivo D-II presentdé un numero medio de
agrupamientos (48,28+3,5) significativamente [p<0,05] inferior al del subgrupo D-I y un tamafio
medio (0,21+0,02) significativamente [p<0,001] mayor al del grupo control, la muestra depresiva

total y el subgrupo D-I.

Asimismo, los graficos de distribucion del tamafio de los agrupamientos SERT-positivos en
el grupo control, la muestra depresiva total y el subgrupo D-I se mostraron muy similares entre
si, con un pico modal entorno al 40%, entre 0,05-0,10 pum?, y diferentes todos ellos al del
subgrupo D-II, con un pico modal inferior al 30% entre 0,05-0,10 um? Este pardmetro nos
permitié diferenciar entre los dos subgrupos depresivos en relacion con la agrupacion de SERT.
En este capitulo mantuvimos ambos subgrupos en relacion con el estudio de la escala EAA (ver

Figuras 5, 6 y 7, Capitulo II).

3.3. Estudio de las puntuaciones clinicas de la escala EAA en pacientes depresivos.

3.3.1.  Analisis de las diferencias en la escala clinica EAA en pacientes depresivos no

tratados.

Las puntuaciones totales de la escala de anhedonia EAA y de las subescalas
INTENSIDAD, FRECUENCIA y CAMBIO (ver Anexo 6) obtenidas por la poblacion depresiva
total y los subgrupos depresivos D-I y D-II fueron muy similares para los tres grupos, sin
diferencias estadisticamente significativas: [F(2)=1,31, p>0,9]; [F(2)=0,11; p>0,898];
[F(2)=0,10; p>0,906]; [F(2)=0,001; p>0,99], es decir, los tres grupos se mostraron igualmente
anhedonicos (Tabla I).

Un analisis mas especifico mostré que las puntuaciones en los items que miden los tres
dominios de la Anhedonia: Anhedonia Fisica, Anhedonia Intelectual y Anhedonia Social de las
subescalas INTENSIDAD, FRECUENCIA y CAMBIO, no reflejaron diferencias
estadisticamente significativas (p>0,9) entre la poblacion depresiva total, D-I 'y D-II en los items
que miden la capacidad para disfrutar de actividades fisicas, intelectuales y sociales de las tres
subescalas. Asimismo, para los tres grupos las puntuaciones totales de la subescala CAMBIO
fueron claramente superiores a las puntuaciones totales de las subescalas INTENSIDAD vy

FRECUENCIA, aunque las diferencias no resultaron estadisticamente significativas.
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Sin embargo, si se encontraron diferencias estadisticamente significativas dentro de la
poblacién depresiva total y del subgrupo D-I en la capacidad para disfrutar de las actividades
fisicas respecto de las actividades sociales de la subescala de INTENSIDAD, FRECUENCIA y
CAMBIO. La muestra depresiva total presentd puntuaciones significativamente mas altas en los
items que miden la capacidad de disfrute fisico respecto a los items que miden la capacidad de
disfrute social de la subescala de INTENSIDAD (p<0,005), FRECUENCIA (p<0,002) y
CAMBIO (p<0,02), sin diferenciarse significativamente de los items que miden la capacidad de
disfrute intelectual. Del mismo modo, el subgrupo depresivo D-I presentd puntuaciones
significativamente mads altas en los items que miden la capacidad de disfrute fisico respecto a los
items que miden la capacidad de disfrute social de la subescala de INTENSIDAD (p<0,01),
FRECUENCIA (p<0,02) y CAMBIO (p<0,02), sin diferenciarse significativamente de los items
que miden la capacidad de disfrute intelectual. Es decir, ambos grupos mostraron mayor
anhedonia fisica que social tanto en intensidad, como en frecuencia y en la percepcion de
cambio. En el subgrupo D-II, las puntuaciones en los items que miden la capacidad de disfrute
fisico también fueron superiores a las puntuaciones en los items relativos al disfrute social, pero

las diferencias no alcanzaron significancia estadistica (Tabla II; Figura 1).

Por tanto, los datos al inicio del estudio indicaron que no hubo diferencias intergrupales
estadisticamente significativas y que todos ellos presentaron indices de anhedonia parecidos, con
una mayor anhedonia fisica que social, a excepcion del subgrupo D-II que no presentd
puntuaciones significativamente mayores en los items que miden la capacidad de disfrute fisico
respecto a los items que miden capacidad de disfrute social. Pero si hubo diferencias
intragrupales en la muestra depresiva total y el subgrupo D-I con mayores puntuaciones en

anhedonia fisica que social.
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Tabla L. Diferencias en la puntuacion total de la escala EAA y de las subescalas:

INTENSIDAD, FRECUENCIA y CAMBIO para los tres grupos de estudio.

EAA INTENSIDAD FRECUENCIA CAMBIO
Depresion 287,37+24,7 87,46+8,85 87,34+9,1 112,5749,2
Depresion I 291,85429,16 89,70+10,6 90,01+10,8 112,14+10,8
Depresion II 272,254+47,58 79,87+15,6 78,35+16,5 114,03+20,11
Prueba F de
ANOVA F(1,31);p>0,9 F(0,11);p>0,9 F(0,10); p>0,9 F(0,00);p>0,9

Tabla II. Diferencias en las puntuaciones medias totales de la escala EAA y de las

subescalas: INTENSIDAD, FRECUENCIA y CAMBIO en relacion con la capacidad de

disfrute fisico, intelectual y social, para los tres grupos de analisis DT (muestra depresiva

total), D-I y D-II

Anhedonia Fisica Anhedonia Anhedonia Social Puntuaciones Totales
Intelectual
DT D-I | DII DT D-1 D-II DT D-1 D-II DT D-1 DII
INT 359 37,2 |324 |309 |31,7 27,5 20,5 | 20,72 19,9 87,5 |89,7 79,8
FRE [36,7 37,8 [35,6 30,6 31 26,7 20 21,22 16 87,3 920 78,3
CAM 43,2 |43)9 |434 [41,5 |41,7 45,9 27,7 | 26,56 24,7 112 112 114
115 118 111 103 104 100 68 68 60 287 291 272

DT: Depresion o Poblacion depresiva total

D-I: Depresion I
D-II: Depresién II
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Figura 1. Puntuacion total en los items que miden la capacidad para disfrutar de
actividades fisicas [, intelectuales ] y sociales [ ] de la escala INTENSIDAD,
FRECUENCIA y CAMBIO para los tres grupos de estudio: Depresion (poblacion
depresiva total) (a), Depresion I (b) y Depresion II (¢), antes del inicio de tratamiento
psicofarmacoldgico. En la poblacion depresiva total (a) y en el subgrupo D-I (b), las
puntuaciones relativas a los items que miden la capacidad de disfrutar de actividades fisicas
fueron significativamente (*) mas altas que las de los items que miden la capacidad de

disfrutar de actividades sociales. Los datos se expresan en mediastESM.
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Por otro lado, como en el estudio sobre la alteracion en la agrupacion de SERT en relacion
con la escala HDRS, en este estudio también analizamos la posible relacion entre las
puntuaciones totales de la escala EAA (y de sus subescalas) obtenidas por cada paciente con el
tipo de diagnoéstico y el tipo de tratamiento recibido para descartar que las variaciones en las
puntuaciones estuvieran determinadas por estas variables (Tabla III y IV, respectivamente). No
se encontraron diferencias estadisticamente en las puntuaciones totales de EAA debido al tipo de

diagndstico o tratamiento.

Tabla III. Diferencias en las puntuaciones totales de la escala EAA (y subescalas) segin

el tipo de diagnostico (antes del tratamiento)

EAA INTENSIDAD FRECUENCIA  CAMBIO
Egilfi"c‘(‘)m 274.35+40,11 73,74+9.73 80.28+11,17 111,93422.86
Episodio  291,15£30,05  9577+12,04 93,98+12,68 115,78+11,98
recidivante

(-0,620) t(-1,065) 1(-0,625) (-0,160)
Test t de

p>0,291 p>0,295 p>0,537 p>0,874
Student

Tabla IV. Diferencias en las puntuaciones totales de la escala EAA (y subescalas) segun el

tipo de tratamiento psicofarmacoldgico (antes del tratamiento).

EAA INTENSIDAD FRECUENCIA CAMBIO

Monoterapia 168,50+18,5 52,75+12,75 30,95+0,75 85,05+4,95
antidepresiva

Antidepresivo
+
Ansiolitico 345,88+38,4 99,81+11,60 113,01+11,54 134,34+14,60
(AD+ANS)
Antidepresivo
+
Antipsicotico 262,50+38,5 74,504+24,41 87,23+£32,11 99,63+29,71
(AD+AP)
Antidepresivo +
Estabilizador del
estado de Animo 263+63,48 80,17+27,25 77,37+27,51 101,30+22,44
(AD+EA)

F(1,180) F(0,686) F(1,272) F(0,554)
p>0,344 p>0,568 p>0,303 p>0,649

Prueba F de
ANOVA
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3.3.2. Correlaciones entre la escala EAA y los parametros biologicos en los individuos

depresivos no tratados.

En el estudio anterior (Capitulo II, punto 2.3.2) no se encontraron correlaciones
significativas entre las puntuaciones totales de la escala HDRS y los pardmetros bioldgicos
(ntimero y tamafio de los agrupamientos SERT-positivos) para la muestra depresiva total y el
subgrupo D-I, con la excepcién de una correlacion estadisticamente significativa para el
subgrupo D-II entre el nimero de agrupamientos SERT-positivos y las puntuaciones totales en
la escala HDRS. En este estudio se comprobd si esa correlacion se repetiria para las
puntuaciones en la escala EAA y las subescalas INTENSIDAD, FRECUENCIA y CAMBIO.
Los datos mostraron de nuevo la ausencia de correlaciones significativas entre los parametros
biolégicos y clinicos para la muestra depresiva total y el subgrupo D-I, y la existencia de
correlaciones estadisticamente significativas entre el incremento en el numero de
agrupamientos SERT-positivos y la mejora en las puntuaciones totales de la escala EAA [R= -
0,834; p<0,009] y de las subescalas INTENSIDAD [R=-0,904; p<0,03] y FRECUENCIA [R=
-0,915; p<0,03) para el subgrupo D-II. Unicamente, la subescala de CAMBIO no mostré una
correlacion estadisticamente significativa con el nimero de agrupamientos para D-II (Tabla

V).

Tabla V. Correlaciones entre las puntuaciones totales de la escala EAA y las subescalas
INTENSIDAD, FRECUENCIA y CAMBIO con el numero y tamaino de los

agrupamientos SERT-positivos.

EAA INTENSIDAD  FRECUENCIA  CAMBIO
Niimero p>0,230 p>0,221 p>0,464 p>0,23

DT

. de p>0,125 p>0,380 p>0,652 p>0,314
agrupamientos R=- 0,834 R=- 0,904* R=-0,915*

DAL SpRT-positi p>0,536

-positivos p< 0,009 p< 0,03 p< 0,03

DT Tamaiio p>0,722 p>0,781 p>0,783 p>0,859

D-1 de los p>0,630 p>0,820 p>0,667 p>0,365
agrupamientos

D-II p>0,589 p>0,344 p>0,318 p>0,611

SERT-positivos

*La correlation es significativa para p<0,05 (bilateral)
**La correlation es significativa para p<0,01 (bilateral)
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3.3.3. Analisis de las diferencias en las puntuaciones totales de la escala EAA y las

subescalas de INTENSIDAD, FRECUENCIA y CAMBIO después del tratamiento.

Las puntuaciones totales en la escala EAA y en las tres subescalas para la poblacion
depresiva total y los subgrupos depresivos D-I y D-II aparecen representadas en la Tabla VI y
en la Figura 2. Como se puede apreciar, tras ocho semanas de tratamiento, las puntuaciones
totales de la muestra depresiva total y del subgrupo D-I fueron similares entre si y mas altas que
las del subgrupo D-II, sin embargo, esas diferencias unicamente resultaron ser estadisticamente
significativas para las subescalas INTENSIDAD (p<0,01) y FRECUENCIA (p<0,01). Las
puntuaciones totales de la escala EAA (p>0,09) y de la subescala CAMBIO (p>0,08) no
reflejaron diferencias intergrupales significativas. Posteriormente, el andlisis de las diferencias
recidivantes mediante la correccion de Bonferroni indicé la ausencia de diferencias
estadisticamente significativas en la puntuacion total de la escala EAA (p>0,72) y de las tres
subescalas (p>0,85) entre la poblacion depresiva total y el subgrupo D-I, la ausencia de
diferencias estadisticamente significativas en las puntuaciones totales de la escala EAA (p>0,09)
y de las tres subescalas (p>0,1) entre la poblacion depresiva total y D-II y la presencia de
diferencias estadisticamente significativas entre los subgrupos depresivos, D-1 y D-II, para las
subescalas INTENSIDAD (p<0,01) y FRECUENCIA (p<0,01), sin diferencias significativas
para la puntuacion total de EAA (p>0,09) y de la subescala CAMBIO (p>0,08).

Se observo, también, que las puntuaciones totales de la subescala de CAMBIO fueron
significativamente mas altas que en las subescalas de INTENSIDAD y FRECUENCIA para los
tres grupos de depresion como ya ocurria antes del inicio del tratamiento, a pesar de que las

diferencias no resultaron estadisticamente significativas.
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Tabla VI. Diferencias en la puntuacion total de la escala EAA y de las subescalas:

INTENSIDAD, FRECUENCIA y CAMBIO entre los tres grupos de estudio después del

tratamiento.
EAA INTENSIDAD FRECUENCIA CAMBIO
Depresion 285,40+31,56 84,71£10,44 89,07+9,88 111,6+10,67
Depresion I 312,26+33,74 94,78+11,58 99,44+10,57 118,04+11,45
Depresion 11 145,40+45,98 31,40+10,33 41,98+13,5 72,02+20,38
Prueba F de F(2,490) F(4,733) F(4,586) F(2,438)
ANOVA p>0,09 p<0,01 p<0,01 p>0,08
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Figura 2. Puntuacion total de la escala de anhedonia EAA (a) y de las subescalas
INTENSIDAD (b), FRECUENCIA (¢) y CAMBIO (d) para los tres grupos de depresion:
Depresion (poblacion depresiva total), Depresion 1 y Depresion II después de ocho
semanas de tratamiento. Se observan diferencias estadisticamente significativas entre D-1 y
D-II en las puntuaciones totales de las subescala de INTENSIDAD y FRECUENCIA, la
puntuacion total de la escala EAA y de la subescala CAMBIO, continfia siendo similar para

los tres grupos de estudio. Los datos aparecen representados en medias+tESM.
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Asimismo, un analisis mas especifico sobre las puntuaciones de los tres dominios de la
Anhedonia: Anhedonia Fisica, Intelectual y Social de las subescalas de INTENSIDAD,
FRECUENCIA Y CAMBIO reveld6 que los pacientes del subgrupo D-II presentaron
puntuaciones mas bajas, estadisticamente significativas, en los items que evaluan la capacidad de
disfrute fisico, intelectual y social de la subescala INTENSIDAD, respecto de los pacientes del
subgrupo D-I (p<0,007; p<0,01; p<0,01, respectivamente). En la subescala de FRECUENCIA
los pacientes del subgrupo D-II mostraron puntuaciones estadisticamente mas bajas en los items
que evaluan la capacidad de disfrute fisico, intelectual y social respecto de los pacientes del
subgrupo D-I (p<0,01; p<0,01 y p<0,01, respectivamente), mientras que en la subescala de
CAMBIO no se observaron diferencias significativas ni en la capacidad de disfrute fisico
(p>0,06), ni intelectual (p>0,07) o social (p>0,08), respecto del subgrupo D-I (Tabla VII;
Figura 3).

Respecto al inicio del tratamiento, donde se observé una diferencia estadisticamente
significativa entre las puntuaciones de los items que miden la capacidad de disfrute fisico y los
items referentes a la capacidad de disfrute social, después del tratamiento, se comprobd que las
puntuaciones en los items que miden la capacidad de disfrute fisico continuaron siendo
significativamente mas altas que en las de los items que miden la capacidad de disfrute social de
la subescala de INTENSIDAD, FRECUENCIA y CAMBIO para la poblacion depresiva total
(p<0,02; p<0,01; p<0,01, respectivamente) y en el subgrupo D-I (p<0,01; p<0,004; p<0,01,
respectivamente). Con la excepcion del subgrupo D-II que también mostrd puntuaciones mas
bajas en los items de anhedonia social que en los items que miden anhedonia fisica pero sin
diferencias estadisticamente significativas (Tabla VII; Figura 4).

Teniendo en cuenta que las diferencias intergrupales reflejaron un efecto mayor del
tratamiento en el subgrupo D-II que en D-I, se examinaron las variaciones (antes-después del
tratamiento) dentro de cada grupo de depresion. El test t de Student para muestras relacionadas
no reveld ninguna variacion estadisticamente significativa en las puntuaciones medias de la
escala EAA ni de las subescalas INTENSIDAD, FRECUENCIA y CAMBIO para la poblacion
depresiva total ni para el subgrupo D-I, sin embargo, en el subgrupo D-II se observd una
disminucién estadisticamente significativa en las puntuaciones totales de la escala EAA y de las
subescalas INTENSIDAD, FRECUENCIA y CAMBIO al comparar las puntuaciones antes y
después del tratamiento (Tabla VIII; Figura 5).
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Tabla VIIL Diferencias en las puntuaciones totales de la escala EAA y de las subescalas:

INTENSIDAD, FRECUENCIA y CAMBIO en relacién con la capacidad de disfrute

fisico, intelectual y social, para los tres grupos de analisis DT (muestra depresiva total),

D-1y D-II, después del tratamiento.

Anhedonia Fisica Anhedonia Anhedonia Social Puntuaciones Totales
Intelectual
DT D-I |D-II | DT D-I DII | DT D-I |DII DT D-I D-II
INT 36,2 41,7 12,3 28,3 31,2 9,9 20,3 21,9 9,1 84,71 94,8 314
FRE 37,7 42,2 18,9 29,3 33,6 8,5 21,5 23,6 14,7 89,07 99,4 41,9
CAM [448 [478 |[257 |41 42,4 301 |257 278 |162 |111,6 |118 72
118 131 57 98,6 107,2 48,5 66,9 73,3 39,9 285,4 312,2 145,4

DT: Depresion o Poblacion depresiva total

D-1: Depresion I
D-II: Depresién II

INT: INTENSIDAD
FREC:FRECUENCIA
CAM:CAMBIO

Tabla VIII. Diferencias en la escala EAA y en las subescalas INTENSIDAD, FRECUENCIA y

CAMBIO, antes-después del tratamiento, en la poblacion depresiva total y en los subgrupos

depresivos. Test t de Student para muestras relacionadas.

EAA INTENSIDAD FRECUENCIA CAMBIO
Depresion t(37)=1,226 t(37)= 1,176 t(37)=1,055 t(37)=1,062
Naive-Tratado p>0,236 p>0,211 p>0,284 p> 0,296
Depresion I t(29)=-0,210 t(29)=-0,036 t(29)=- 0,275 t(29)=-0,279
Naive-Tratado p>0,836 p> 0,972 p>0,786 p> 0,783
Depresién 11 t(7)=3,054 t(7)=3,113 t(7) = 2,449 t(7)=2,543
Naive-Tratado p>0,018 p>0,017 p>0,044 p >0,039
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INTENSIDAD

Anhedonia Fisica Anhedonia Intelectual Anhedonia Social

FRECUENCIA

Anhedonia Fisica Anhedonia Intelectual Anhedonia Social

CAMBIO

60 -

Anhedonia Fisica Anhedonia Intelectual Anhedonia Social

Figura 3. Puntuaciones totales relativas a la capacidad de disfrute fisico, intelectual y social de

las subescalas de INTENSIDAD (a), FRECUENCIA(b) y CAMBIO(¢) en los tres grupos de

depresion (Depresion [lll, Depresion I ] y Depresion 11 [l ), después de ocho semanas de

tratamiento. Las puntuaciones totales fueron significativamente (*) inferiores en el subgrupo

Depresion 11 respecto al subgrupo Depresion I en la capacidad de disfrute fisico, intelectual y

social de las subescalas de INTENSIDAD y FRECUENCIA. Los datos aparecen representados en

mediastESM.
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Figura 4. Puntuaciones totales relativas a la capacidad de disfrute fisico [l intelectual

[ y social []de las subescalas de INTENSIDAD, FRECUENCIA y CAMBIO para la muestra

CAMBIO

de depresion total (a), Depresion I (b) y Depresion 11 (¢), después de ocho semanas de tratamiento.
En la muestra total de depresion y en el subgrupo D-I las puntuaciones en los items que miden la
capacidad de disfrutar de actividades fisicas fueron significativamente (*) superiores a las
puntuaciones en los items que miden la capacidad de disfrute social en las tres subescalas de

anhedonia. Los datos aparecen representados en mediastESM.
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Figura 5. Diferencias en la escala EAA (a) y en las subescalas INTENSIDAD (b),
FRECUENCIA (¢) y CAMBIO (d), antes-después del tratamiento, en la poblacion depresiva
total y en los subgrupos depresivos. Unicamente en el subgrupo Depresion II se observa una
reduccion estadisticamente significativa (*) en las puntuaciones totales de anhedonia como

resultado del tratamiento psicofarmacolégico. Los datos se representan en medias+tESM.
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Por tltimo, las Tablas IX y X muestran que no hubo diferencias significativas en las

puntuaciones de la escala EAA y de las subescalas INTENSIDAD, FRECUENCIA y CAMBIO

en relacion con el tipo de diagndstico ni con el tipo de tratamiento psicofarmacoldgico, ni antes

ni después del tratamiento. El tiempo de tratamiento no muestra un efecto claro dado que el

analisis se realiza en la poblacion total.

Tabla IX. Diferencias en las puntuaciones medias totales de la escala EAA (y subescalas)

segln el tipo de diagndstico y el tiempo de tratamiento (antes y después).

EAA INTENSIDAD FRECUENCIA CAMBIO
E{’,l‘nsi"c‘(')"’ 230,50451,86 60,88+14,76 78,33+16,02 91,28+300,28
+ + +

Episodio 261.70£39.41 79,74+14,26 81,46+13,57 100,49+13,63
recidivante

Diagnéstico F(0,132);p>0,78 F(0,01);p>0,920 F(0,089);p>0,766 F(0,328);p>0,569

Tiempo F(0,395);p>0,53 F(0,589);p>0,446 F(0,426);p>0,516 F(0,106);p>0,746

Diag*Tiempo ~ F(0:269);p>0,62 F(0,060);p>0,807 F(0,001);p>0,980 F(1,069);p>0,305

Tabla X. Diferencias en las puntuaciones totales de la escala EAA (y subescalas) segiin
el tipo de tratamiento y el tiempo de tratamiento (antes y después).

EAA

INTENSIDAD

FRECUENCIA

CAMBIO

Monoterapia
antidepresiva
Antidepresivo
+
Ansiolitico
(AD+ANS)
Antidepresivo
+
Antipsicotico
(AD+AP)
Antidepresivo
+
Estabilizador
del estado de
animo
(AD+EA)

239,6021,50

255,90+42,38

34520+108,75

208,53+61,03

67,60+13,87

77,20+14,88

114,43+37,54

51,7621,94

79+10,75

80,88+14,22

122,96+37,88

59,58+19,32

93,0046,78

97,81+16,34

107,80+37,29

97,18+24,79

Tratamiento
Tiempo

Tratm*Tiemp

F(0,347);p>0,79
F(0,403);p>0,52
F(0,145);p>0,93

F(0,601);p>0,62
F(0,230);p>0,63
F(0,196);p>0,89

F(0,662);p>0,582
F(0,451);p>0,505
F(0,460);p>0,711

F(0,019);p>0,99
F(0,349);p>0,56
F(0,029);p>0,99
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3.4. Analisis de los parametros bioldgicos después del tratamiento.

En el Capitulo II (punto 2.4), se detalld que el efecto del tratamiento psicofarmacoldgico
no habia resultado significativo sobre el numero y el tamafio medio de los agrupamientos SERT-
positivos para la poblacion depresiva total y para el subgrupo D-I, ya que no se observaron
cambios estadisticamente significativos (p>0,59 y p>0,09 para la poblacion depresiva total;
p>0,01 y p>0,09 para D-I) al comparar las medidas de ambos parametros antes y después del
tratamiento. Sin embargo, en el subgrupo D-II, a pesar de no haber cambios significativos
(p>0,69) en el tamafio medio de los agrupamientos, si se produjo un incremento significativo
(p<0,04) del 27% en el nimero medio de agrupamientos (ver Figuras 10a y 10b, Capitulo II).
Ademas, en relacion con las diferencias intergrupales, después del tratamiento, desaparecieron
las diferencias en el numero medio de agrupamientos entre los tres grupos de depresion,
adquiriendo un valor semejante al del grupo control, mientras que el tamafio medio se redujo en
la poblacién depresiva total y en D-I, pero no en el subgrupo D-II que no mostrd ningiin cambio,
el tamafio medio de los agrupamientos continud siendo mayor respecto a la poblacién depresiva
total y al subgrupo D-I (ver Figuras 10d y 10b, Capitulo II).

Asimismo, en el capitulo anterior se comprobaron las posibles asociaciones entre las
variaciones en los parametros bioldgicos y el tipo de tratamiento psicofarmacologico y de
diagnostico recibidos por los pacientes depresivos. Como se presentd en las Tablas XII y XIII
(Capitulo II; punto 2.4) no se observo ninguna asociacion estadisticamente significativa (*) que

pudiera estar influyendo en nuestras medidas.
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3.4.1. Correlaciones de la escala EAA y las subescalas INTENSIDAD, FRECUENCIA y

CAMBIO en relacion con los parametros biologicos, después del tratamiento.

Después del tratamiento, el andlisis de correlaciones reveld que a mayor numero de
agrupamientos SERT-positivos mejor era el resultado clinico, es decir, mayor era la disminucion
en las puntuaciones de la escala EAA y las subescalas INTENSIDAD, FRECUENCIA Y
CAMBIO.

La Tabla XI muestra el andlisis de correlaciones entre el niimero y tamafio de los
agrupamientos SERT-positivos y las puntuaciones de EAA y sus subescalas después de ocho
semanas de tratamiento, indicando que las correlaciones descritas antes del tratamiento (Tabla
V, punto 3.3.2) se mantienen después del tratamiento. Estas correlaciones son significativas para
el subgrupo D-II, que presenta una correlacion negativa significativa entre el nimero de
agrupamientos y las puntuaciones de la escala EAA (R= -0,942%; p<0,017) y las subescalas
INTENSIDAD (R= -0,897%; p<0,039) y FRECUENCIA (R= -0,916%; p<0,029). Después del
tratamiento el numero de agrupamientos disminuye mientras que tiene lugar una mejoria en
anhedonia para el subgrupo D-II.

En la poblacion depresiva total y en el subgrupo depresivo D-I también se observaron
correlaciones significativas después del tratamiento entre la escala EAA y el niimero de
agrupamientos, sin embargo en ambos casos, a pesar de que sus puntuaciones de anhedonia
disminuyeron tras el tratamiento, el nimero de agrupamientos no se habia modificado como
respuesta a los farmacos (ver Capitulo II, punto 2.4.1) y, por tanto, la correlacién no es

significativa a términos interpretativos.
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Tabla XI. Correlaciones entre las puntuaciones totales de la escala EAA y las subescalas
INTENSIDAD, FRECUENCIA y CAMBIO con el numero y tamafio de los

agrupamientos 5-HT,a-positivos, después del tratamiento.

EAA INTENSIDAD FRECUENCI CAMBIO
Numero de R=-0,550** R=-0,298 R=-0,191 R=-0,496**
DT agrupamientos p<0,01 p>0,104 p>0,303 p<0,005
Tamafio de los R=-0,168 R=0,149 R=0,185 R=-0,199
agrupamientos p>0,367 p>0,424 p>0,319 p>0,283
Numero de R=-0,537** R=-0,537** R=-0,513** R=-0,465*
- agrupamientos p<0,005 p<0,005 p<0,007 p<0,017
Tamafio de los R=0,039 R=0,146 R=-0,006 R=-0,043
agrupamientos p>0,849 p>0,477 p>0,976 p>0,834
Numero de R=-0,942* R=-0,897* R=-0,916* R=-0,725
agrupamientos p<0,017 p<0,039 p<0,029 p>0,166
- Tamafio de los R=-0,291 R=0,414 R=0,274 R=-0,116
agrupamientos p>0,635 p>0,488 p>0,656 p>0,853

*La correlacion es significante al nivel 0,05 (bilateral)
**La correlacion es significativa al nivel 0,01 (bilateral
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C. Discusion

El objetivo fundamental de este estudio fue comprobar si los subgrupos depresivos D-I y
D-II descritos en el capitulo anterior de alguna manera representaban dos subpoblaciones clinicas
diferentes de depresion, teniendo en cuenta las correlaciones significativas encontradas entre las
alteraciones en la agrupacion de SERT en la membrana de los linfocitos y la escala de depresion
HDRS. Para ello analizamos la posible asociacion entre las alteraciones en la agrupacion del
transportador SERT y las diferencias en las puntuaciones totales de la escala de anhedonia EAA
para los dos posibles subgrupos de depresion.

Los resultados obtenidos indicaron que, al inicio del estudio, no hubo diferencias
estadisticamente significativas entre los grupos de depresion (poblacion depresiva total, D-I y D-
I). Las puntuaciones totales en la escala EAA y en las subescalas INTENSIDAD,
FRECUENCIA y CAMBIO fueron muy similares para los tres grupos de estudio, compartiendo
caracteristicas como puntuaciones mas elevadas en la subescala de CAMBIO respecto a las
subescalas de INTENSIDAD y FRECUENCIA. Ademas, no se observaron diferencias
estadisticamente significativas intergrupales en los items que miden la capacidad para disfrutar
de actividades fisicas, intelectuales y sociales de las subescalas de INTENSIDAD,
FRECUENCIA y CAMBIO. Si cabe mencionar que en la poblacion depresiva total y en el
subgrupo D-I, las puntuaciones en los items que miden la capacidad para disfrutar de actividades
sociales, de las tres subescalas, fueron significativamente inferiores respecto a los items que
miden la capacidad para disfrutar de actividades fisicas e inferiores a los items que miden la
capacidad de disfrutar de actividades intelectuales, aunque en este ultimo caso las diferencias no
llegaron a ser significativas. Unicamente el subgrupo D-II no mostré diferencias en la capacidad
para disfrutar en funcion del tipo de actividad, aunque sus puntuaciones en los items que miden
la capacidad para disfrutar de actividades sociales fueron claramente inferiores a las de los items
de naturaleza fisica, debido seguramente a los altos errores en sus medidas.

En nuestros datos se observa que la capacidad para disfrutar de actividades placenteras es
poco intensa y poco frecuente en los tres grupos de depresion y que, ademas, los pacientes
perciben un cierto cambio en su capacidad para disfrutar, ya que es en la subescala de CAMBIO
en la que los tres grupos mostraron puntuaciones mas elevadas. Estudios previos han demostrado
que los pacientes deprimidos presentan diferencias estadisticas significativas respecto a los
sujetos control en todos los items que miden la capacidad para disfrutar de actividades fisicas,

intelectuales y sociales de las subescalas INTENSIDAD, FRECUENCIA y CAMBIO. Los
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pacientes con diagnostico de depresion sentirian un placer menos intenso y menos frecuente ante
lo que habitualmente les producia placer siendo, ademas, conscientes de su incapacidad para
disfrutar (Olivares y col., 2005). Los mismos autores observaron, ademas, que los pacientes con
depresion mostraban diferencias estadisticamente significativas respecto a los pacientes con
esquizofrenia, no so6lo en la intensidad y frecuencia con la que experimentan placer, sino por que
en los pacientes esquizofrénicos no habria una incapacidad real para disfrutar ni para
experimentar el placer como sensacion, serian otros factores como la alteracion del
funcionamiento cognitivo, la apatia o la abulia los que podrian estar interfiriendo en la adecuada
obtencion del placer. Otros autores consideran que la anhedonia sélo alcanza niveles
clinicamente significativos en un conjunto de pacientes con trastorno depresivo que coincide con
aquellos casos en los que la clinica depresiva es mas grave (ej., subtipo melancélico), las
puntuaciones totales en las escalas de depresion (ej., HDRS) son mas elevadas y existen
correlaciones positivas entre estas puntuaciones y las puntuaciones totales en las escalas de
evaluacion de la anhedonia (ej., PAS y SAS, Chapman y Chapman, 1976) (Peliza y Ferrari,
2009).

Después de un periodo de ocho semanas de tratamiento en el subgrupo D-II las
puntuaciones fueron significativamente mas bajas que en el subgrupo D-I. Se encontraron
diferencias estadisticamente significativas entre D-I y D-II en la capacidad para disfrutar de
actividades fisicas, sociales ¢ intelectuales de la subescala de INTENSIDAD y de la subescala de
FRECUENCIA, pero no en la puntuacion de la subescala de CAMBIO. Si nos fijamos en las
puntuaciones del subgrupo D-II para cada una de las subescalas (Tabla VIII), podemos observar
que en todas ellas las puntuaciones medias disminuyen, incluso, la puntuacion de la subescala de
CAMBIO se reduce en una proporcion mayor que la de la subescala de FRECUENCIA, sin
embargo, continllan siendo muy elevadas y quizé los pacientes experimenten un cambio pero no
lo suficientemente importante como para equipararlo al estado premérbido. Otra explicacion es
que el error de las medidas es muy elevado y seria necesario contar con un grupo mas amplio
para comprobar si las diferencias aparecerian. Ademas, el analisis intragrupal mostré que so6lo en
el subgrupo D-II hubo diferencias estadisticamente significativas entre las puntuaciones antes del
inicio del tratamiento y después del tratamiento en la subescala de INTENSIDAD,
FRECUENCIA y CAMBIO.

Por ultimo, los resultados revelaron que, ademds de una disminucién significativa en las
puntuaciones de anhedonia para el subgrupo depresivo D-II como resultado de la intervencion
psicofarmacoldgica, la mejoria en la escala EAA y en las subescalas INTENSIDAD,

FRECUENCIA y CAMBIO correlaciond significativamente con el incremento en el nimero de
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agrupamientos SERT-positivos. De este modo, el tratamiento tuvo un efecto significativo que
provocd cambios a nivel biolégico y cambios a nivel clinico que estan asociados
significativamente y que, ademds, son caracteristicos de una subpoblacion de pacientes
depresivos.

En conclusidn, la correlacion significativa entre la mejoria en la escala de anhedonia EAA
y el incremento en el nimero de agrupamientos SERT-positivos confirman los resultados
obtenidos en el estudio anterior y permiten hacer mds plausible la existencia de dos
subpoblaciones clinicas de depresion. Estos resultados muestran que la alteracion en la
agrupacion del transportador SERT en linfocitos puede ser un buen biomarcador de eficacia

terapéutica en depresion mayor.
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A. Introducion

La identificacion de los receptores metabotropicos 5-HT,a en las regiones del cerebro
principalmente implicadas en la depresion, como el hipocampo, amigdala, corteza prefrontal,
cuerpo estriado y estructuras olfativas (Xu y Pandey, 2000; McDonald y Mascagni, 2007) han
aumentado el interés sobre el papel de estos receptores en los modelos animales de
comportamiento depresivo y en la depresion humana.

En pacientes deprimidos se ha observado una hipersensibilidad de los receptores 5-HT»a,
tanto en plaquetas como en el SNC, (Van Oeckelen y col., 2003) y un incremento de los sitios de
union a estos receptores en el cerebro (Yates y col, 1990; Shelton y col.,, 2009). La
desensibilizacion y regulacion a la baja de los receptores 5-HT»4, después del tratamiento cronico
con antidepresivos, antipsicdticos y antagonistas (Van Oekelen y col., 2001; Hanley y Hensler,
2002), junto a los efectos reguladores de este receptor sobre el factor neurotropico derivado del
cerebro (BDNF) (Vaidya y col.,, 1997; Riso y col, 2006), pueden tener implicaciones
importantes en la etiologia de la depresion. Ademas, numerosas investigaciones de caracter
neurofarmacoldégico han demostrado que, en general, los tratamientos antidepresivos disminuyen
la sintesis de receptores 5-HT,5 (Balckshear y Sanders-Bush, 1982; Yamauchi y col., 2006) y se
ha especulado sobre los posibles efectos antidepresivos que por si sola produce la regulacion a la
baja de estos receptores (Sibille y col., 1997).

La unién de serotonina a los receptores 5-HTa, los procesos de sefializacion que pone en
marcha y el trafico de estos receptores se ven afectados por la capa de lipidos que los rodea en la
membrana plasmatica (Bjork y col., 2010). Al tratarse de receptores acoplados a proteina G el
sitio de unién de su ligando se encuentra dentro de la membrana, de modo que la serotonina que
se acumula en los lipidos circundantes seria la que se uniria preferentemente al receptor. La
serotonina tendria como objetivo principal aquellos dominios de membrana que por su
composicion lipidica facilitan la unién a sus receptores (Lopez y Lorch, 2008). En general, el
colesterol y los glicoesfingolipidos regulan la actividad de los todos receptores de serotonina
mediante su agrupamiento y el de los componentes implicados en las cascadas de sefializacion,
siendo fundamentales en la neurotransmisién serotoninérgica. Se ha demostrado que el
transporte de serotonina se encuentra regulado por la asociacion de SERT a dominios especificos
de membrana ricos en colesterol y glicoesfingolipidos, denominados balsas lipidicas (Magnani y
col., 2004) y que la eliminacion de colesterol reduce la capacidad de transporte de SERT debido

a la disgregacion de las balsas lipidicas, que aumenta la solubilidad de SERT, provocando
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cambios conformacionales en la proteina (Scanlon y col., 2001). Asimismo, la disgregacion de
las balsas lipidicas por la disminucién de colesterol afecta tanto a la unién de la serotonina al
receptor 5-HT;a como al acoplamiento del receptor a la proteina Gq (Pucadyil y Chattopadhyay,
2004; Papoucheva y col., 2004). En el caso del receptor 5-HT,4, en las balsas lipidicas los
receptores 5-HT,, interaccionan con recidivantes proteinas adaptadoras de sefalizacion que
determinan su funcionalidad (desensibilizacion, regulacion a la baja y sintesis de estos
receptores). Por ejemplo, Xia y col. (2003) descubrieron en cultivos de células HEK-293, que los
receptores 5-HT»4 interaccionan con un tipo de proteina adaptadora conocida como PSD-95, que
inhibe la internalizacion del receptor inducida por agonistas, aunque no provoca su
desensibilizacion. También, Sheffer y col. (2006), observaron que la proteina quinasa S6
ribosomal RSK2 interacciona fisicamente con el tercer bucle intracelular (i3) del receptor 5-
HT,a modulando la sefalizacion del receptor. RSK2 seria necesaria para la desensibilizacion
heter6loga de 5-HT»a, a través del factor de crecimiento epidérmico. Bhatnagar y col., (2004)
observaron que la Cav-1 (Caveolina 1), una proteina constitutiva de las balsas lipidicas
calveolares, interactua con los receptores 5-HT»5 facilitando su acoplamiento a la proteina
activadora de segundos mensajeros Gq, que causa en ultimo termino el aumento de Ca®
intracelular y pone en marcha cascadas de sefiales y actividad intracelular. Y, Turner y Raymond
(2004) demostraron que la calmodulina, proteina reguladora en la transducciéon de la sefial de
Ca®", podia proteger parcialmente al receptor 5-HT,4 de su fosforilacion por la PLC y, por tanto,
limitar su internalizacion y desensibilizacion.

Por otro lado, los inhibidores selectivos de la recaptacion de serotonina (ISRS), los
farmacos antidepresivos de primera eleccion en el tratamiento de la depresion, no resultan
efectivos para todos los pacientes con depresion, existe un porcentaje importante de cuadros
depresivos, tanto en el contexto del trastorno unipolar, como bipolar, que no responde de forma
satisfactoria, dado que so6lo dos tercios de los pacientes responden realmente a esta monoterapia
antidepresiva y que de ellos hasta un tercio responde del mismo modo ante placebo (Petersen y
col., 2005; Belmaker, 2008). A ello se suma que, incluso, en los casos en los que la respuesta es
positiva, las tasas de remisién y recuperacion continiian siendo muy bajas y es frecuente la
presencia de sintomas residuales, los cuales comportan un riesgo mayor de recaida y de suicidio
y un deterioro funcional mayor (Malhi y col., 2005; Corcoran y col., 2007), aunque los pacientes
respondan y mantengan un tratamiento activo (Bobo y Shelton, 2009), y que el retraso en la
accion terapéutica de los ISRS y la presencia de depresiones resistentes a este tipo de
antidepresivos ponen de manifiesto la necesidad de usar combinaciones farmacoldgicas seguras

que aprovechen las sinergias farmacoldgicas y moleculares para alcanzar tratamientos mas
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eficaces. En esta busqueda se ha demostrado que la principal sinergia farmacologica en el
sistema serotoninérgico tiene lugar entre los ISRS y los antagonistas de receptores 2A de
serotonina, debido a que aumentan la tolerabilidad de los ISRS, al bloquear sus efectos
secundarios asociados a la estimulacion de los receptores 5-HT,s, y potencia su eficacia
terapéutica (Pandey y col., 2010). Es mas, publicaciones recientes destacan que la eficacia de los
antagonistas 5-HT»a es semejante a la de los antidepresivos duales NASSA (antagonistas alfa 2
presindpticos; Mirtazapina) (Fawcett y Barkin, 1998) y ASIR (antagonistas duales de la
serotonina 2A e inhibidores de la recaptacién de serotonina; Nefazodona) (Gelenberg y col.,
2003) y comparable a la de los ISRS (Papakostas y Fava, 2007).

Finalmente, en los tltimos afios numerosos estudios han puesto de manifiesto el valor del
antagonismo 2A como complemento a la terapia con ISRS. Estudios efectuados con asignacion
aleatoria y control placebo han obtenido resultados concluyentes acerca de la eficacia de los
farmacos antipsicéticos atipicos en el aumento de la respuesta clinica a los ISRS en el
tratamiento de la depresion (Shelton y col., 2001; Weisstaub y col., 2006).

La importancia de los receptores 5-HT,4 en el trastorno depresivo mayor (TDM) reside en
su implicacion en numerosas acciones fisiologicas de la serotonina y en su participacion en vias
serotoninérgicas encargadas de la regulacion del estado de animo y de las respuestas de ansiedad,
y del control de las conductas obsesivas y compulsivas. Ademads, este receptor postsinaptico se
convierte en un posible biomarcador 6ptimo de depresion mayor puesto que se ha demostrado el
aumento significativo de la densidad receptores SHT,o en plaquetas (Mendelson, 2000) y en
linfocitos (Yang y col., 2006). Pudiendo, por tanto, analizar las alteraciones de su agrupacion en
la membrana de los linfocitos, de modo semejante al andlisis realizado con el transportador de

serotonina.
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B. RESULTADOS

4.1. Caracteristicas sociodemograficas y clinicas de los sujetos de estudio

Se incluyeron para este estudio 20 casos de trastorno depresivo mayor y 20 sujetos
controles sanos, incluidos en la poblacion depresiva total y el grupo control reclutados al inicio
de este trabajo, cuyas muestras sanguineas se analizaron como se describe en el apartado de
Material y Métodos.

El grupo control estuvo formado por 11 hombres (55%) y 9 mujeres (45%), sin encontrarse
en el grupo diferencias significativas en cuanto al sexo (p>0, 77), y con un promedio de edad de
35,14 afios (desviacion estandar 6,08, rango 23-44). En el grupo de pacientes, 13 individuos
fueron mujeres (40%) frente a 8 hombres (60%), sin significacion estadistica (p>0,275) y con un
promedio de edad de 43,4 afios (desviacion estandar 15,03, rango 19-73). Ambos grupos
mostrando homogeneidad interna (Tabla I). En cuanto a las diferencias intergrupales, el analisis
estadistico no mostr6 ninguna diferencia significativa entre el grupo control y el grupo depresivo
ni en cuanto al sexo [ (2)=1,07, p>0,21] ni en cuanto a la edad [t(19)= -1,28, p>0,28], y no
hubo ninguna diferencia sobresaliente respecto al nivel de estudio, situacién laboral o estado
civil por lo ambas muestras fueron comparables entre si para el propdsito de estudio (Tabla I).

En cuanto a las caracteristicas clinicas de la muestra depresiva (Tabla II), se tuvieron en
cuenta las siguientes variables: diagndstico, tratamiento psicofarmacoldgico y puntuaciones en la
Escala HDRS (ver Anexo 5). En la muestra depresiva se observaron diferencias estadisticamente
significativas en relacion con la historia de episodios depresivos que cada paciente presentaba al
inicio del estudio, un 75% de los pacientes mostraron una historia de episodios depresivos
mayores recidivantes, en el momento en el que participaron en el estudio, frente al 15% con
historia de episodio tinico. El tipo de diagndstico no mostré ninguna asociacién ni con el sexo x>
(2) = 0,081, p>0,559] ni con la edad [* (2)=1,190, p>0,275].

Casi la totalidad de los pacientes fueron tratados con dos o mas medicaciones combinando
farmacos antidepresivos, ansioliticos, estabilizadores del estado del animo y antipsicéticos. La
estrategia mas frecuente fue la combinacion farmacologica de antidepresivos y ansioliticos, muy
por encima de la monoterapia antidepresiva y del resto de combinaciones preescritas, las
diferencias fueron estadisticamente significativas (p<0,001) (Tabla II). Una descripcion mas
detallada del tratamiento de cada paciente se recoge en la Tabla III permite observar algunos
casos en los que el agente antidepresivo no fue el firmaco de primera linea, con combinaciones

unicamente ansioliticas o ansioliticas con estabilizadores del animo.
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Tabla I. Caracteristicas socio-demograficas del grupo control y grupo depresivo.

Grupo control

Grupo depresivo

Estadistico (p)

N 20
EDAD 35,14+1,13
SEXO

Hombres 11 (55%)
Mujeres 9 (45%)
ESTADO CIVIL

Soltero 4 (20%)
Casado 14(70%)
Separado 1(5%)
Divorciado 0(0%)
Viudo 1(5%)
SIT. LABORAL

Trabaja 18(90%)
Estudia 1(5%)
No activo 1(5%)
ESTUDIOS

Graduado o menos 12(60%)
Bachiller 1(5%)
Superiores 7(35%)

20
43,4+2.42

8 (40%)
12 (60%)

6(30%)
12(60%)
0(0%)
1(5%)
1(5%)

15(75%)
1(5%)
4(20%)

6(30%)
11(55%)
3(15%)

t(19)=-1,28); p(0,28)

L (2)=1,07; p(0,21)

x (8)=5,18; p(0,588)

X (4)= 6,67, p(0,427)

X (4)=4,21;p(0,511)

Tabla II. Caracteristicas clinicas de la muestra depresiva

Grupo depresivo

Estadistico (p)

Diagnéstico TDM
Episodio unico

Episodio recidivante
Tratamiento
Monoterapia antidepresiva
Combinado AD+ ANS
Combinado AD + AP
Combinado AD + EA

HDRS
Media+ESM

5 (29%)
15 (71%)

1 (5%)
12 (60%)
3 (15%)
4 (20%)

22,2+1,19

x (1)=3,87; p(0,03)

X (3)=27,64; p(0,01)

AD (Antidepresivos); ANS (Ansioliticos); AP (Antipsicoticos); EA (Estabilizadores

del estado de animo).
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Tabla III. Descripcion del tipo de diagndstico y terapia psicofarmacoldgica en la muestra
depresiva.

ORDEN DIAGNOSTICO

(TDM)

TRATAMIENTO

[ VS I

NeREe SIS N

10
11
12
13
14

15
16

17
18
19
20

Episodio tinico
Episodio recidivante
Episodio recidivante
Episodio tinico
Episodio recidivante

Episodio recidivante
Episodio recidivante
Episodio recidivante
Episodio recidivante
Episodio recidivante
Episodio recidivante
Episodio recidivante
Episodio recidivante
Episodio tinico

Episodio recidivante

Episodio recidivante

Episodio recidivante
Episodio tnico
Episodio recidivante

Episodio tnico

Citalopram (AD), Lorazepam(ANS), Flurazepam (ANS)
Citalopram (AD), Alprazolam (ANS), Loprazolam (ANS)
Halazepam (ANS), Litio (EA) y Lormetazepam (ANS)

Alprazolam (ANS)

Escitalopram (AD), Imipramina (AD), Lormetazepam (ANS),
Pregabalina (EA)

Trazodona (AD), Mianserina (AD), Lorazepam, Ketazolam,
Clorazepato (ANS)

Venlafaxina (AD), Litio (EA)

Imipramina (AD), Lorazepam(ANS), Risperidona (AP)
Clonazepam (ANS), Venlafaxina (AD), Ziprasidona (AP)
Venlafaxina (AD), Oxcarbazepina (EA), Lormetazepam (ANS)
Imipramina (AD), Litio (EA), Flunitrazepam (ANS)
Venlafaxina (AD), Halazepam (ANS), Mianserina (AD)
Duloxetina (AD), Lorazepam(ANS), Pregabalina (EA)

Citalopram (AD), Ketazolam (ANS), Reboxetina (AD)
Venlafaxina (AD), Mirtazapina (AD), Risperidona (AP),
Lorazepam (ANS)

Escitalopram (AD), Mirtazaping (AD)
Duloxetina (AD), Litio (EA), Acido valproico (EA), Ketazolam
(ANS)

Escitalopram (AD), Lorazepam (ANS)
Halazepam (ANS), Sertralina (AD)
Duloxetina (AD), Brotizolam (ANS)

(Antidepresivo); ANS (Benzodiazepinas ansioliticas); AP (Antipsicéticos); EA (Estabilizadores del
estado de animo).
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4.2. Estudio de la expresion del receptor de serotonina 5-HT, en la membrana de

linfocitos en individuos control y depresivos.

4.2.1. Inmunomarcaje de la agrupacion del receptor 5-HT,,4 en linfocitos control y

depresivos.

El inmunomarcaje para la agrupacion de 5-HT2A en los linfocitos del grupo control mostréd
agrupaciones localizadas principalmente en la superficie de la membrana plasmatica con
agrupamientos bien definidos (Figura 1a). El nimero medio de agrupamientos por linfocito fue
de 41,1+ 0,9 y el tamafio medio de los agrupamientos de 0,13+0,004 pm2 (Figura 3). El
inmunomarcaje para la agrupacion de 5-HT2A en los linfocitos del grupo depresivo mostr6é una
localizacion semejante al grupo control en la superficie de la membrana celular y agrupamientos
muy bien definidos (Figura 1b), con un nimero medio de agrupamientos por linfocito de 59,8
+1,44 muy superior respecto al del grupo control (con un incremento del 50%) y un tamafio
medio de 0,19+0,016 um2 también mayor al del grupo control (con un incremento del 40%)
(Figura 3). Un aspecto importante que se observd, tanto en los linfocitos control como en los
linfocitos depresivos, fue la presencia parcial del inmunomarcaje para 5S-HT2A en la membrana
plasmatica, s6lo una subpoblacion de linfocitos mostré inmunomarcaje, representada
aproximadamente por el 50% de la poblacién linfocitaria total (Figura 2).

El andlisis comparativo de las muestras para las variables niumero y tamafio de los
agrupamientos mostré diferencias estadisticamente significativas tanto en el numero medio de
agrupamientos [t(19)= 7,827, p<0,001], como en el tamafio medio de los agrupamientos [t(19)=
2,550, p<0,01], indicando que la presencia del estado depresivo esta relacionado con un aumento
en el nimero y tamafio medio de los agrupamientos 5S-HT2A.

Por tltimo, las Tablas IV y V muestran las diferencias en el numero y tamafio medio de
los agrupamientos 5-HT,4 correspondientes a cada paciente de la muestra depresiva total, en
relacion con el tipo de diagndstico y con el tipo de tratamiento que recibieron antes del inicio del
tratamiento antidepresivo. No se observaron diferencias estadisticamente significativas en las
medidas de la muestra, ni en relacion con la historia de episodios de depresion mayor, ni debido

al tipo de tratamiento preescrito.
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Linfocito de un sujeto Linfocito de un
control paciente depresivo

Figura 1. Inmunofluorescencia para el receptor de serotonina 5-HT,s, en linfocitos
humanos. Los agrupamientos 5-HT,a-positivos aparecen asociados principalmente con la
membrana plasmatica, aunque algunos grupos 5-HT,s pueden corresponder a las
membranas de las vesiculas intracitoplasmaticas: (a) linfocito de un sujeto control,
agrupamientos bien definidos; (b) linfocito de un paciente depresivo, agrupamientos
claramente definidos. Las figuras ¢ y d muestran el analisis del nimero y tamafio de los
agrupamientos 5-HT»a en los linfocitos de las figuras a y b, respectivamente. Las figuras e
y f representan los graficos de superficie de las figuras a y b, mostrando la intensidad de la

inmunofluorescencia del marcaje 5-HT,4 en los linfocitos.
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*
*

Figura 2. Inmunofluorescencia para el receptor de serotonina 5-HT»4 en linfocitos
humanos. El inmunomarcaje aparece Uinicamente en una subpoblacion de linfocitos
representada por el 50% del total de la poblacion linfocitaria, aproximadamente. Los

linfocitos que no muestran inmunomarcaje para 5-HT,a aparecen sefialados con un

asterisco ().
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Figura 3. Efecto del estado depresivo sobre el nimero (a) y el tamafio (b) medio de los

agrupamientos 5-HTza-positivos en linfocitos. El niimero y el tamafio medio de los

agrupamientos 5-HT,, aumentan significativamente (*) en los pacientes depresivos con

respecto al grupo control. Los datos se representan como mediastESM.
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Tabla IV. Diferencias en los parametros biologicos segun el tipo de diagndstico (antes del

inicio del tratamiento).

Numero de Tamaiio de los
agrupamientos agrupamientos
5-HT;4 -positivos 5-HT;4 -positivos
Episodio tinico 48,60+6,33 0,21+0,03
Episodio 54,08+2,91 0,18+0,02
recidivante
Test ¢ de Student  t(-0,855); p>0,388 t(0,504); p>0,620

Tabla V. Diferencias en los parametros biologicos segun el tipo de tratamiento

psicofarmacoldgico (antes del inicio del tratamiento).

Numero de Tamaiio de los
agrupamientos agrupamientos
5-HT;4 -positivos 5-HT;-positivos
Mo.notera[.na 39.6 0.13
antidepresiva
Antidepresivo
+ 50,24+3,84 0,22+0,03
Ansiolitico (AD+ANS)
Antidepresivo
+ 56,79+4,30 0,18+0,03
Antipsicético (AD+AP)
Antidepresivo
+
Estabilizador del estado 60,30+2,98 0,150,006
de animo (AD+EA)
Prueba F de ANOVA F(1,293); p>0,311 F(0,856); p>0,484

Nota: Los datos referentes al tratamiento con monoterapia antidepresiva no muestran error
asociado a la media debido a que so6lo existe un paciente en la muestra al que se le preescribi6
este tipo de terapia psicofarmacologica.
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4.2.2. Distribucion del tamario de los agrupamientos de SHT,4-positivos en linfocitos de

individuos control y depresivos.

La representacion grafica de la distribucion del tamafio de los agrupamientos mostré un
pico modal entre 0,05-0,10 pm® en ambos grupos, control y depresivo. Este pico reflejo la
existencia de una distribucion unimodal sesgada representada en todos los individuos control y
en una gran parte de los individuos depresivos por mas del 35% del numero total de
agrupamientos. Sin embargo, también se observd que un conjunto de pacientes (sobre el 40% del
total de la poblacion depresiva), a pesar de mostrar su pico maximo para el tamaiio entre 0,05-
0,10 pm?, éste estuvo representado por menos del 25% del numero total de agrupamientos
(Figura 4a,b y c).

De este modo la existencia de dos subpoblaciones diferentes de pacientes depresivos,
descrita para el transportador SERT, en relacion con las diferencias en la distribucion de los
agrupamientos SERT-positivos, se observo de nuevo al estudiar las alteraciones en la agrupacion
del receptor SHT,a. Se observd la misma distribucion bimodal de la poblacion depresiva que
verificd la posible existencia de dos subgrupos diferentes de pacientes depresivos en términos
biolégicos (Figura 4d). Para comprobar si estas diferencias correlacionaban con las medidas
clinicas se distinguieron los dos subgrupos depresivos: D-I, formado por los pacientes con un
pico modal por encima del 35%, y D-II, formado por aquellos pacientes con un pico modal
inferior al 30% (un poco por debajo del 35% para poder discriminarlo adecuadamente del grupo
control (Figura 4e y 4f).

Lo mas llamativo en relacién con la existencia de dos subpoblaciones de pacientes
depresivos fue que el mismo criterio, la distribucion en el tamafio de los agrupamientos, en
relacion con SERT o con el receptor SHT»a, permitié discriminar ambos subgrupos y, en mayor
medida, que exactamente los mismos pacientes que formaron parte del subgrupo D-1 y D-II en el
estudio de SERT fueron los que formaron parte de los subgrupos D-I y D-II en el estudio del
receptor SHT»a. Los subgrupos D-1 y D-II estarian compuestos por los mismos sujetos, con la
salvedad de que el subgrupo D-I en este estudio estuvo formado tnicamente por 12 de los 30
pacientes que lo formaron en el estudio de SERT, debido a que la poblacion depresiva total se
vio reducida de 38 a 20 sujetos y afectd s6lo al subgrupo D-1. Los 8 pacientes del subgrupo D-II
si se mantuvieron. En la Tabla III se pueden observar los pacientes que conformaron cada
subgrupo. Los pacientes de subgrupo D-II se corresponden con los casos 1,2,3,4,5,7,14 y 15 (en
el Capitulo II, estos pacientes se corresponden con los casos 1,2,3,4,5,8,17,18; varian los casos

por que algunos casos no formaron parte de este estudio).

214



Capitulo IV

4.2.3. Subgrupos depresivos D-Iy D-II: andlisis de las diferencias en la agrupacion del

receptor SHT,, en linfocitos de pacientes no tratados.

Se analizaron las diferencias en el % de agrupamientos SHT»4 en el intervalo modal y en el
nimero y en el tamafio de los agrupamientos de SHT,4 entre el grupo control y los subgrupos
depresivos (D-I1 y D-II). El analisis de la varianza con la prueba Anova de una cola, revelo un
efecto estadisticamente significativo del “subgrupo depresivo” (D-1 o D-II) sobre el % de
agrupamientos 5SHT»5 en el pico modal [F(2)= 42,881; p<0,001], el niimero medio de
agrupamientos SERT-positivos [F(2)=29,75; p<0,001] y sobre el tamafio medio de los
agrupamientos [F(2)=21,98; p<0,001]. El % de agrupamientos modal fue de 44,95+1,15;
41,03+1,58 y 23,29+1,99, para el grupo control, D-I y D-II respectivamente. El nimero medio
de agrupamientos fue de 41,1+0,9 para el grupo control; 59,99+ 2,3 para D-1y 59,0442,1 para D-
II. Y el tamafio medio de los agrupamientos fue de 0,13+0,004; 0,15+0,006 y 0,27+0,04 para el

grupo control, D-I y D-II respectivamente.

El analisis posterior, comparando los tres grupos entre si, mediante la correccion de
Bonferroni mostré que, el % de agrupamientos S5HT,s en el intervalo modal fue
significativamente mas alto en el grupo control que en el subgrupo D-I (p<0,05) y D-II
(p<0,001) y, también, significativamente mas alto en D-I que en D-II (p<0,001) (Figuras 5a).
En referencia al nimero medio de agrupamientos, tanto D-I como D-II se diferenciaron
significativamente del grupo control con una diferencia de 18,2 (p<0,001) y 17,3 (p<0,001)
respectivamente, sin existir diferencias entre los subgrupos depresivos (p>0,9). El nimero medio
de agrupamientos entre los subgrupos fue muy similar, pero mucho mayor que el de la poblacion
control (Figura 5b). Mientras que, respecto al tamafio de los agrupamientos, las diferencias
estadisticamente significativas tuvieron lugar entre el grupo control y D-II, con una diferencia de
0,14 (p<0,001), y entre el grupo D-I y D-II, con una diferencia de 0,12 (p<0,001), pero no entre
el grupo control y D-I (p>0,965). El tamafio medio de los agrupamientos en D-I fue similar al

control, pero mucho mas pequefio que el del subgrupo D-II (Figura Sc).
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Control Depresion % de agr i 5-HT,, positivos en el pico modal
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Tamafio de los agrupamientos 5-HT,, positivos pm* Tamafio de los agrupamientos 5-HT,,, positivos pm:
Figura 4. Representacion grafica de la distribucion del tamafio de los agrupamientos SHTa-
positivos en la poblacion control (a) y en la poblacion depresiva total (b). Todos los sujetos del
grupo control y la mayoria de los pacientes depresivos muestran un pico modal entre 0,05-0,10 wm?
representado por més del 35% de los agrupamientos. Sin embargo, algunos pacientes de la
poblacion depresiva total mostraron un pico modal representado solo por el 20-25% de sus
agrupamientos, dando lugar a una distribucion bimodal en relacion con el porcentaje de
agrupamientos 5-HT, positivos que cada paciente presentd en el pico modal (d). En la poblacion
depresiva se observaron nuevamente los dos subgrupos de pacientes, Depresion I (e) formado por
los pacientes con un pico modal del 35% en el intervalo de tamafio entre 0,05-0,10 pm® y
Depresion II (f) con los pacientes que no alcanzaron un pico modal superior al 25% en el intervalo

0,05-0,10 um?.
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Figura 5. Efecto del estado depresivo sobre el % de agrupamientos en el pico modal (a), el
numero (b) y el tamafio (¢) de los agrupamientos SHT,4-positivos en la poblacion control y
en los subgrupos depresivos D-I y D-II. El % de agrupamientos en el intervalo modal es
significativamente (*) mayor en el grupo control que en los subgrupos D-I y D-II, y
significativamente (*) mayor en D-II que en D-I. El nimero medio de agrupamientos es
significativamente (*) mayor en el subgrupo D-I y D-II respecto al grupo control (con un
50% mas de agrupamientos por linfocito), sin embargo, el tamafio medio de los
agrupamientos es semejante entre D-I y el grupo control y ambos se diferencian
significativamente (*) del subgrupo D-II (con un aumento del 40%). Los datos se

representan en medias grupales + ESM.

217



Capitulo IV

4.3. Estudio de las puntuaciones clinicas de la escala HDRS en pacientes depresivos.

4.3.1. Subgrupos D-1y D-II: andlisis de las diferencias en la escala de depresion HDRS en

pacientes no tratados.

Las puntuaciones totales en la escala de depresion HDRS fueron: (22,2 + 1,09), (23,15 +
1,03) y (20,13 + 1,6) para la poblaciéon depresiva total y los subgrupos D-I y D-II,
respectivamente (Figura 6). Mediante un Anova de una sola cola se obtuvo un valor
[F(2)=0,874, p>0,49], que mostr6 la ausencia diferencias estadisticamente significativas
intergrupales en las puntuaciones totales de la escala HDRS antes del inicio del tratamiento. El
analisis post-hoc de Bonferroni indic6, también, una diferencia de 0,95 (p>0,9) entre el grupo
total de depresion y D-I; una diferencia de 1,78 (p>0,58) con D-II; y una diferencia de 2,73
(p>0,9) entre D-1 y D-II.

Se analizaron, también, las diferencias en las puntuaciones de la escala HDRS de cada
paciente en relacién con el tipo de diagnostico y el tratamiento psicofarmacolégico preescrito a
cada uno. No se observaron diferencias en las puntuaciones HDRS ni en relacion con el tipo de
diagnostico ni con el tipo de tratamiento (Tablas VI'y VII).

En primer lugar, se analizé si las puntuaciones totales de la escala HDRS (antes del
tratamiento) mostraron diferencias estadisticamente significativas en relacion con el tipo de
diagndstico depresivo (episodio unico vs. recidivante), la Tabla VI indica que las puntuaciones
no mostraron variaciones en relacion con el diagnéstico recibido por el paciente, y en segundo
lugar, la posible relacion entre las puntuaciones totales de HDRS con el tipo de tratamiento
psicofarmacoldgico preescrito, la Tabla VII indica que no hubo ninguna diferencia

estadisticamente significativa en las puntuaciones totales debido al tipo de tratamiento.
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HDRS

25
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DEPRESION DEPRESION | DEPRESION II

Figura 6. Puntuaciones totales en la Escala de Depresion de Hamilton para la poblacion
depresiva total y para los subgrupos depresivos D-I y D-II antes del inicio del tratamiento
psicofarmacologico. La figura muestra la ausencia de diferencias estadisticamente

significativas (¥) entre D-1 y D-II. Los datos se representan en medias grupales + ESM.
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Tabla VI. Diferencias en las puntuaciones totales de la escala HDRS segun el tipo de

diagnostico (antes del tratamiento).

HDRS
Episodio tinico 21,8+1,83
Episodio 22,33+1,35
recidivante

Test t de Student  t(-0,206); p>0,839

Tabla VII. Diferencias en las puntuaciones totales de la escala HDRS segtn el tipo

de tratamiento psicofarmacologico (antes del tratamiento)

HDRS
Monoterapia antidepresiva 20
Antidepresivo+Ansiolitico
+
(AD+ANS) 22,58+1,08
Antidepresivo+Antipsicotico
+
(AD+AP) 21+4,04
Antidepresivo+Estabilizador del
+
estado de Animo(AD+EA) 22,5+3,98
Prueba F de ANOVA F(0,136); p>0,937
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4.3.2. Correlaciones entre las puntuaciones HDRS y los parametros biologicos en

los individuos depresivos no tratados.

El andlisis correlacional entre las puntuaciones totales de la escala HDRS y los pardmetros
biologicos, nimero y tamafio medio de los agrupamientos, no revelaron ninguna correlacion
estadisticamente significativa entre las variables clinicas y los parametros biologicos ni en la
poblacion depresiva total ni en el subgrupo D-I, sin embargo, la asociacion entre estas variables
si se observd para el subgrupo D-II, donde se obtuvo una correlacion estadisticamente
significativa entre el numero de agrupamientos y las puntuaciones totales de las escala HDRS.

Cuanto mayor es el nimero de agrupamientos mayor es la puntuacion total en la escala HDRS.

Tabla VIII. Correlaciones entre los parametros clinicos y bioldgicos, antes del tratamiento.

HDRS
Depresion Depresion I Depresion 11
Numero de Correlacion de -0,217 - 0,045 0,857*
. Pearson
agrupamientos
SERT-positives  Sig. (bilateral) 0,358 0,884 0,014
Tamaiio de los  Correlacion de -0,136 0,011 0,167
. Pearson
agrupamientos
SERT-positivos  Sig. (bilateral) 0,568 0,973 0,720

*La correlation es significativa para p<0,05 (bilateral)
**La correlation es significativa para p<0,01 (bilateral)

4.3.3. Subgrupos D-1y D-II: andlisis de las diferencias en la escala de depresion HDRS

después del tratamiento.

El efecto del tratamiento psicofarmacoldgico sobre las puntuaciones totales de la escala de
depresion HDRS tras un periodo de 8 semanas se observo en los tres grupos de depresion con

una tendencia similar. Las puntuaciones se redujeron hasta en un 50% para la muestra depresiva
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total (9,9 + 1,3) y para el subgrupo D-I (11,58 £ 1,5) e incluso, en un 75% para el subgrupo D-II
(6,25 £ 1,5). La comparacion de las medias antes/después del tratamiento mediante el test t de
Student para muestras relacionadas confirm6 un efecto significativo del tratamiento sobre el
indice clinico de depresion: [t(19) =8,628, p<0,001] para DT; [t(12)= 6,628, p<0,001] para D-1 y
[t(7)= 5,297, p<0,001] para D-II (Figura 7a).

Se ha mencionado que el efecto del tratamiento dio Iugar a un cambio similar para los tres
grupos de depresion, sin embargo, ese efecto no resultd igualmente intenso en los tres casos. El
andlisis comparativo mostr6 diferencias intergrupales significativas [F(2) =2,478, p<0,05] y la
correccion posterior con el test de Bonferroni confirmé que, si bien el tratamiento redujo las
puntuaciones en la poblacion depresiva total y en D-I en una proporcion semejante [p>0,282], en
el subgrupo D-II la respuesta al tratamiento fue mayor en comparacion con D-I [p<0,02].
Ademas, la puntuacion media (6,25) del subgrupo D-II, no sélo indicé una respuesta al
tratamiento sino remision de los sintomas depresivos, siendo<7, en este grupo (ver Discusion)
(Figura 7b)

Ademads, las Tablas IX y X muestran que no hubo diferencias significativas en la
respuesta a la escala clinica HDRS ni en relacion con el diagnéstico, episodio tnico o
recidivante, ni con el tipo de tratamiento psicofarmacoldgico recibido por cada paciente, ni antes
ni después del tratamiento. Sin embargo, el tiempo de tratamiento si tuvo un efecto claro sobre
las puntuaciones HDRS, en todos los casos las puntuaciones disminuyen significativamente con

los farmacos, independientemente del tipo que sean.
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Tabla IX. Diferencias en las puntuaciones totales de la escala HDRS segun el tipo de

diagnostico y el tiempo de tratamiento (antes y después).

HDRS
Naive Tratamiento

Episodio tinico 21,8+1,83 11,4+1,91

Episodio recidivante 22,33+1,35 9,4+1,66
Diagnostico F(0,131);p>0,720

Prueba F de Anova de .

dos vias Tiempo F(33,08);p>0,000
Diagnostico*Tiempo F(0,390);p>0,536

Tabla X. Diferencias en las puntuaciones totales de la escala HDRS segun el tipo de

tratamiento y el tiempo de tratamiento (antes y después).

HDRS
Naive Tratamiento
Monoterapia 20 12
antidepresiva
Antidepresivo
T+ 22,58+1,08 9,9+1,9
Ansiolitico (AD+ANS)
Antidepresivo
+ 21+4,04 9,49+1,73
Antipsicético (AD+AP)
Antidepresivo
+ 22.5+3,98 10+3,58
Estabilizador del estado de
animo (AD+EA)
Tratamiento F(0,076); p>0,972
Pruel?a F de ANOVA de Tiempo F(17,66); p>0,000
dos vias
Tratamiento*Tiempo F(0,099); p>0,960
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4.4.  Analisis de los parametros biolégicos después del tratamiento.

Después de 8 semanas de tratamiento se observaron cambios estadisticamente
significativos sobre el % de agrupamientos de 5-HT,4 en el intervalo modal en la poblacion
depresiva total (34,39+1,22); [t(37)= -2,254; p<0,03], y en el subgrupo D-II (35,33+2,7); [t(7)=
-3,262; p<0,01], pero no hubo un efecto significativo del tratamiento en el subgrupo D-I
(41,73£0,66); [t(11)= -0,404; p<0,693] (Figura 8a, d y g). El andlisis intergrupal revel6 la
existencia de diferencias estadisticamente significativas [F(2)=3,674, p<0,03] y la prueba post
hoc confirm6 que las diferencias tuvieron lugar entre D-I y D-II (p<0,03) pero no entre la
poblacion depresiva total y D-I (p>0,659) y entre la poblacion depresiva total y D-II (p>0,2)
(Figura 8j).

Respecto al nimero medio de agrupamientos, éste se redujo significativamente tanto en la
poblacion depresiva total (42,97+1,14) (p<0,001), como en los subgrupos D-I (44,39+1,09)
(p<0,001) y D-II (40,31+2,32) (p<0,001), con una disminucion aproximada del 45% (Figura 8b,
e y h). El andlisis comparativo de los grupos mostré la ausencia de diferencias estadisticamente
significativas [F(2) = 0,534, p>0,591], llegando a desaparecer la diferencia inicial que existia
entre la poblacion depresiva total, D-I y D-II respecto al grupo control, los tres grupos
presentaron un numero de agrupamientos similar al control (41,1+£0,9) al final del estudio
(Figura 8Kk).

Por ultimo, el tamafio de los agrupamientos también diminuy6 después de las 8 semanas de
tratamiento y en los tres casos esa reduccion fue significativa: en la poblacion depresiva total
(0,14+0,006) (p<0,04), con una reduccion del 27%, en el subgrupo D-I (0,13+0,004) (p<0,01),
con una reduccion del 14%, y en el subgrupo D-II (0,17+0,01) (p<0,03), con una reduccién del
37% (Figura 8 ¢, fy i ). Sin embargo, en este caso las diferencias intergrupales continuaron
estando presentes [F(2)=5,306, p<0,009], persistiendo la disparidad que existia antes del
tratamiento entre el subgrupo D-I y D-II (p<0,007). El tratamiento tuvo efecto sobre el tamafio
de los agrupamientos en el subgrupo D-I que ya mostraba un tamafio semejante al de la muestra
control antes del tratamiento, sin embargo, en el subgrupo D-II el tamafio también se redujo en
gran medida pero no llega a ser similar al del grupo control (Figura 8I).

Las Tablas XI y XII muestran las posibles variaciones en el niimero y tamafio medio de
los agrupamientos 5-HTya-positivos en relacion con el tipo de diagndstico y el tipo de
tratamiento psicofarmacoldgico. Ninguno de los dos factores tuvieron un efecto significativo
sobre los parametros bioldgicos ni antes ni después del tratamiento, inicamente el tiempo de

tratamiento afect6 al nimero y tamafio de los agrupamientos.
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Tabla XI. Diferencias en los parametros bioldgicos segun el tipo de diagnostico y el

tiempo de tratamiento (antes y después).

Numero de agrupamientos Tamaiio de los
5-HT,4s-positivos agrupamientos

5-HT;a -positivos

Naive Tratamiento Naive Tratamiento
Episodio tinico 48,60+6,33 42,74+1,27 0,21+0,03 0,15+0,02

Episodio recidivante 54,08+2,91 43,77+1,51 0,18+0,02 0,14+0,01

Anova  Diagndstico F(2,738);p<0,107 F(0,434);p<0,514
dsig‘s)s Tiempo F(4,466);p<0,005 F(4,112);p<0,01
Diagnéstico*Tiempo F(0,026);p<0,874 F(0,075);p<0,786

Tabla XII. Diferencias en los parametros bioldgicos segln el tipo de tratamiento y el

tiempo de tratamiento (antes y después).

Numero de agrupamientos Tamafio de los agrupamientos
5-HT,s-positivos 5-HT,s-positivos
Naive Tratamiento Naive Tratamiento
Monoterapia 39,6 43,62 0,13 0,13
antidepresiva
Antidepresivo
+ 50,24+3,84  44,38+1,13 0,22+0,03 0,15+0,01
Ansiolitico (AD+ANS)
Antidepresivo
+ 56,79+430  4028+123 | 0,18£0,03  0:130.01
Antipsicotico (AD+AP)
Antidepresivo
+
Estabilizador del estado de animo 60,30+2,98  43,32+4,96 0,15+0,006 0,14+0,01
(AD+EA)
Tratamiento F(0,599);p<0,657 F(0,653);p<0,587
Meavs  Tiempo F(5,466); p>0,02 F(5:274); p>0,02
vias Tratamiento*Tiempo F(0,472);p<0,704 F(0,413);p<0,745

Nota: Los datos referentes a antes del tratamiento no se incluyen en la tablas por falta de espacio
pero aparecen recogidos en la Tabla IV y V. Asimismo, los datos referentes al tratamiento con
monoterapia antidepresiva no muestran error asociado a la media debido a que sdlo existe un
paciente en la muestra al que se le preescribi6 este tipo de terapia psicofarmacologica.
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4.4.1. Correlaciones entre HDRS y los parametros biologicos después del tratamiento.

Después de 8 semanas de tratamiento psicofarmacoldgico el analisis de correlaciones
indicd que no hubo ninguna correlacion estadisticamente significativa entre el nimero y tamafio
medio de los agrupamientos y las puntuaciones de la escala HDRS para ninguno de los grupos de
depresion. Aunque los parametros bioldgicos, numero y tamafio medio de los agrupamientos,
disminuyeron significativamente en la poblacion depresiva total, D-I y D-II, y también las
puntuaciones clinicas se redujeron significativamente en los tres grupos, las correlaciones no

fueron estadisticamente significativas.

Tabla XIII. Correlaciones entre los parametros clinicos y biologicos, después del

tratamiento.
HDRS
Depresion Depresion I Depresion I1
Numero de Correlacion de 0,320 0,135 0,634
. Pearson
agrupamientos
SERT-positivos  Sig. (bilateral) 0,169 0,659 0,126
Tamaiio de los  Correlacion de -0,269 0,367 -0,546
. Pearson
agrupamientos
SERT-positivos  Sig. (bilateral) 0,252 0,217 0,205

*La correlation es significativa para p<0,05 (bilateral)
**La correlation es significativa para p<0,01 (bilateral)
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HDRS antes-despues del tratamiento
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Figura 7. Efecto del tratamiento psicofarmacologico sobre las puntuaciones totales de la
escala HDRS en la poblacion depresion total y en los subgrupos D-I y D-II. Tras ocho
semanas de tratamiento se observa una disminucion estadisticamente significativa (*) de
las puntuaciones totales en la escala HDRS para los tres grupos de estudio que aparece
reflejada en el analisis comparativo intragrupal (a). La disminucién en la puntuacion total
fue mayor para el subgrupo D-II que para la poblacion depresiva total y el subgrupo D-I,
con una reduccion significativamente (*) mayor en D-II respecto a D-I (b). Los datos se

expresan en medias grupalestESM.
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Figura 8. Representacion grafica del efecto del tratamiento psicofarmacologico sobre el % de
agrupamientos modal, el nimero y el tamafio medio de los agrupamientos 5-HT,,-positivos. Se
observa un incremento estadisticamente significativo (*) en el % de agrupamientos en el pico modal
(a, d, g) en la poblacion depresiva total y en D-II, persistiendo la diferencia entre D-I y D-II (j). El
namero (b, e, h) y el tamafio (¢, f, i) de los agrupamientos 5-HT,,-positivos disminuye
significativamente en los tres grupos de depresion, existe una respuesta positiva al tratamiento tanto
en la poblacion depresiva total, como en el subgrupo D-I y D-II. Las diferencias intergrupales
desaparecen en relacion al numero medio de agrupamientos (k), aunque el tamafio continua siendo

significativamente mayor en D-II respecto a D-1 y a la poblacion depresiva total (I).
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C. Discusion

Nuestros resultados han mostrado que sélo una subpoblacion de linfocitos (representada
por el 50% de la poblacion total de linfocitos) expresan un marcaje positivo para los
agrupamientos del receptor 5-HT,a de serotonina. Son diversos los estudios que indican,
farmacoldgicamente, la presencia de receptores 5-HT,4 en linfocitos (Silverman y col., 1985;
Sternberg 1986; Hellstrand y Hermodsson, 1993) y su papel estimulador en la activacion de
células T (Van Loveren y col., 1985; Ameisen y col., 1989; Young y col., 1993; Laberse y col.,
1996). Sin embargo, los datos sobre la expresion de los distintos subtipos de receptores de
serotonina en linfocitos y sus funciones de sefializacion todavia no son muy claros. Mediante
analisis de RT-PCR y western blotting se ha confirmado la expresion de 5-HT,4 en linfocitos T
(CD4+ y CD8+) (Stefulj y col., 2000; Inoue y col., 2011). Inoue y col. (2011) han detectado,
mediante estas técnicas, tanto ARNm como la proteina del receptor 5-HT,4 en linfocitos en
condiciones de reposo y en linfocitos T activados, considerando el receptor un componente
constitutivo de los linfocitos T. Previamente, otros autores (Leon-Ponte y col. 2007; Ahern y
col., 2010) habian sefialado la presencia de ARNm y de la proteina del receptor 5-HT,a so6lo
después de la activacion de las células T, sin detectar productos genéticos en linfocitos naive.
Otros receptores de serotonina implicados en la activacion de células T son 5-HT 3 (Yingy col.,
2006) y 5-HT;a (Kushnir-Sukhov, 2006), a los que se les ha otorgado el papel dominante en la
activacion de linfocitos. Y, se ha demostrado la presencia de SERT en linfocitos CD4+ y CD8+,
en un cierto subtipo de estos linfocitos T que alcanza alrededor del 20% de la poblacion total en
los sujetos controles y el 15% en los pacientes deprimidos (Lima y col., 2005), sin embargo, las
células especificas que lo expresan no han sido identificadas. Parece, por tanto, que la presencia
de los receptores de serotonina, en concreto el 5-HT,4 es fundamental en la proliferacion y
activacion de los linfocitos, pero seran necesarias técnicas genéticas mdas precisas para
determinar que subtipos de receptores se encuentran en cada célula y su funcionalidad, la
presencia de SERT y 5-HT,4 en células CD4+ y CD8+ parece indicar que es posible que existan
distintos subtipos de receptores en los linfocitos.

Respecto al andlisis del nimero y tamafio medio de los agrupamientos 5-HT24-positivos, en
primer lugar cabe sefialar que el nimero medio de agrupamientos en el grupo control (41,1+0,9)
fue menor al que veiamos en SERT (53,4+2,2).

En segundo lugar, los datos mostraron que en los pacientes con TDM se producen

alteraciones en la agrupacion del receptor de serotonina 5-HT, en la membrana plasmatica de
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los linfocitos, con un aumento en el numero y el tamafio de medio de los agrupamientos 5-
HT2A-positivos respecto a la poblacién control, que disminuyen tras ocho semanas de
tratamiento antidepresivo. Estos resultados concuerdan con los descritos por Van Oekelen y col.
(2003) quienes observaron que en pacientes deprimidos existia una hipersensibilidad de los
receptores 5-HT,a tanto en tejido cerebral como en plaquetas, Shelton y col. (2009) que
observaron un incremento en la densidad de los lugares de union a estos receptores en pacientes
deprimidos, y por Stanley y Mann (1983), Arora y Meltzer (1989), Pandey y col. (2002) y Rosel
y col. (2004) que describieron un aumento de la unidn a receptores 5-HT»a en los trastornos del
estado de 4nimo y la esquizofrenia ha sido estudiado en numerosas ocasiones mediante técnicas
de “binding” (Pandey y col., 1990; Pandey, 1997; Mendelson, 2000; Meyer y col., 2001), y los
resultados indican que en depresion existe un incremento en la union al receptor 5-HT,4 (Bmax)
en pacientes sin tratamiento que disminuye después del tratamiento antidepresivo, llegando a
alcanzar niveles semejantes a los del grupo control (Meyer y col., 2001). Asimismo, en pacientes
esquizofrénicos sin tratamiento se ha descrito un aumento en la unién a los receptores 5-HT)a
que disminuia significativamente con el tratamiento antipsicotico (Pandey y col., 1993; Arranz y
col., 2003; Singh y col., 2003). Ambos, tratamientos, antidepresivo y antipsicotico, parecen tener
un efecto comun, regulando a la baja los receptores 5-HT,a. En general, se sabe que el
tratamiento antidepresivo regula a la baja los receptores 5-HT,4 (Peroutka y Snyder, 1980;
Blackshear y Sanders-Bush, 1982; Goodwin y col., 1990; Yamauchi y col., 2006) y se ha
especulado que la regulacion selectiva a la baja de los receptores 5-HT»4 por si misma produce
efectos de tipo antidepresivo (Sibille y col., 1997; Celada y col., 2004). El antagonismo de los
receptores 5-HT»4 es el mecanismo antidepresivo que se encuentra detras de la eficacia clinica
de los farmacos de primera linea de accién dual: antagonistas de la serotonina 2A e ISRS,
nefazodona y trazodona, (Taylor y col., 1995; Smeraldi y col., 1998 Dursun y col., 2002;
Gelenberg y col., 2003) y de los antidepresivos serotoninérgicos y noradrenérgicos antagonistas
alfa 2, mirtazapina, (Fawcett y Barkin, 1998; Anttila y Leinonen, 2001). Estudios recientes
indican que estos farmacos poseen una eficacia comparable a la de los ISRS (Papakostas y Fava,
2007) y que, ademas, inducen la liberacion cortical de dopamina y noradrenalina (Szabo y Blier,
2002; Huang y col., 2006). Sin embargo, los estudios realizados sobre el efecto del tratamiento
antidepresivo en los receptores 5-HT24 han resultado un tanto contradictorios. Muchos estudios
indican que la administracién crénica, pero no aguda, de ISRS o IMAOs regulan a la baja los
receptores 5-HT,4, debido a que aumentan los niveles de serotonina sinaptica (Goodwin y col.,
1984; Hall y col., 1984; Sanders-Bush y col., 1989), frente a otros muchos que observaron un
efecto contrario o ningun cambio (Peroutka y Snyder, 1980; Stolz y col., 1983; Cadogan y col.,
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1993). Respecto a la administracion cronica de antidepresivos con actividad antagonistas 2A
(incluyendo a los ATC) tanto en estudios in vivo (Kendall y col., 1982; Gandolfi y col., 1984;
Sanders-Bush y col., 1987; Klimek y col., 1994; Anji y col., 2001) como in vitro (Toth y Shenk,
1994; Newton y Elliot, 1997; Willins y col., 1999) se observa una regulacion a la baja sobre los
receptores SHT»4. Una regulacion a la baja que en todo caso resulta paraddjica o atipica, dado
que el efecto esperado seria la regulacion al alza e hipersensibidad del receptor. Una posible
explicacion, aunque no se ha demostrado, es que se produzca una internalizacién y degradacion
lisosomal del receptor. Ademas, cabe destacar que el mejor ejemplo de la potente eficacia del
antagonismo 5-HT,a en el tratamiento de la depresion es el uso de antipsicéticos atipicos en
combinacion con los farmacos antidepresivos en ausencia de respuesta al tratamiento. Los
antipsicéticos atipicos disminuyen la densidad de receptores 5-HT,n permitiendo que la
serotonina pueda frenar menos la liberacion de dopamina (Pandey y col., 1993; Arranz y col.,
2003; Singh y col., 2003) e inducen una disminucion del ARNm del receptor y de la expresion
de dicha proteina en el SNC (Willins y col., 1999; Padin y col., 2006; Huang y col., 2007).

A pesar de que en los pacientes con TDM se produce un aumento en el nimero y el tamafio
de medio de los agrupamientos 5-HT»s - positivos respecto a la poblacion control y que
disminuyen tras ocho semanas de tratamiento antidepresivo. En este estudio, como ya
observamos con SERT, las alteraciones no ocurren en la misma proporcién para todos los
pacientes depresivos ni el tratamiento actia sobre ellos con la misma eficacia. De hecho, las
diferencias en el tamafio medio de los agrupamientos por linfocito y las diferencias en la
distribucion de esos tamafios permitieron diferenciar dos subtipos de pacientes depresivos a nivel
biolégico: D-I y D-II, al inicio del estudio, y el efecto del tratamiento resulté ser mucho mayor
sobre el subgrupo D-II ya que, aunque su nimero medio de agrupamientos se redujo en un
porcentaje semejante al del subgrupo D-I (no hubo diferencias intergrupales en este parametro
antes del tratamiento y tampoco después), el tamafio se redujo mucho mas en D-II que en D-I,
aunque D-II continuara teniendo un tamafio medio gran grande tras la intervencion.

Estos cambios a nivel bioldgico, coinciden con la disminucion de las puntuaciones totales
de la escala de depresion HDRS (aunque los subtipos biologicos D-1 y D-II no se observaron
clinicamente, no hubo diferencias al inicio del estudio en sus puntuaciones medias). Las
puntuaciones totales se redujeron tras 8 semanas de tratamiento, pero la disminucién fue mucho
mas significativa en el subgrupo D-II, que mostré una puntuacion >7 después del tratamiento,
indicando no sdlo respuesta al tratamiento sino también una remision de la sintomatologia
depresiva. Parece ser que en ambos grupos hay una respuesta al tratamiento pero, ademas, esa

respuesta, el efecto del tratamiento es mayor para el subgrupo D-II.
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Por tanto, el tratamiento es mas efectivo en el subtipo D-II, el tratamiento tiene mas efecto
en estos pacientes dado que las alteraciones en la agrupacién del receptor 5-HT»x y las
puntuaciones en la escala HDRS revierten en mayor nivel.

Los cambios en los parametros biologicos y clinico, sin embargo, no correlacionaron
positivamente. La correlacion que observamos antes del tratamiento en el subgrupo D-II entre el
aumento en el nimero de agrupamientos y mayores puntuaciones clinicas no aparece tras el
tratamiento, la explicacion puede estar en que en este grupo la puntuacién media de HDRS se
reduce en un 75%, de este subgrupo la mejoria clinica es elevadisima, pero la disminucién en el
nimero medio de los agrupamientos es del 45% y quizd en los pacientes en los que mas
disminuyen las puntuaciones de HDRS no son en los que tiene lugar una mayor reduccion del
nimero de agrupamientos (o viceversa).

Las variaciones que se observan en los parametros bioldgicos y clinicos parecen indicar

que el receptor 5-HT»4 puede ser un buen biomarcador de eficacia terapéutica.

Por ultimo, las diferencias observadas en relacion con la distribucion del tamafio de los
agrupamientos 5-HT»a -positivos entre los sujetos control y los subgrupos D-I y D-II son las
mismas que observamos cuando estudiamos el transportador SERT, coinciden exactamente. De
nuevo nos encontramos con un subgrupo de pacientes D-I que presenta una distribucion
unimodal semejante a la del grupo control (el mismo pico modal superior al 35% entre los
tamafios 0,05-0,10pm?) y un subgrupo DII con una distribuciéon muy sesgada hacia tamafos
mayores que presentaron un pico modal inferior al 30% entre 0,05-0,10um?. La poblaciéon D-I'y
D-II son idénticas para SERT y 5-HT»a, ello podria implicar que una alteracion general del
mismo parametro (agrupamiento de proteinas de membrana) podria ser operativo en la
fisiopatologia del TDM y, a su vez, nos estaria indicando dos alteraciones fisiologicas diferentes
y de sentido opuesto en depresion mayor. Contariamos pues con dos posibles marcadores de
eficacia terapéutica que nos permitirian seleccionar los farmacos mas adecuados para cada

paciente e incluso realizar un prondstico fiable.
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Capitulo V

A. Introducion

La anhedonia, como la incapacidad de experimentar placer, es una caracteristica clave de
muchos trastornos psiquiatricos como la depresion, la esquizofrenia (Kranz y col., 2010), la
enfermedad de Parkinson (Lemke, 2008) y los trastornos por consumo de alcohol y otras
sustancias (Martinotti y col., 2008). Mas concretamente, en la depresion, las publicaciones mas
recientes estiman que aproximadamente el 37% de los sujetos diagnosticados con TDM,
experimentan anhedonia clinicamente significativa (Peliza y Ferrari, 2009) y que esta
experiencia subjetiva parece ser especifica de aquellas formas de depresion mayor caracterizadas
por una marcada severidad clinica y puntuaciones totales mas elevadas en la escala de depresion
de Hamilton (HDRS) y en la escala de sintomas negativos (SANS) (Andreasen, 1984).

A pesar de ser un sintoma fundamental de la depresion, el principal tratamiento de
eleccion, los ISRS, no parecen haber mostrado un efecto significativo sobre la anhedonia (Price
y col., 2009; Dunlop y Nemeroff, 2007). En consecuencia, la anhedonia se ha relacionado en
mayor medida con una disfuncién del sistema dopaminérgico y noradrenérgico, y su disminucion
ha sido atribuida a los antidepresivos que aumentan los niveles de catecolaminas (Nutt y col.,
2007). De hecho, Price y col. (2009) sefialan incluso que el tratamiento cronico con ISRS podria
inducir un aumento en los niveles de serotonina que provocaria no sé6lo una reduccion de las
emociones negativas sino también de la capacidad de disfrute y de las experiencias sociales,
aficiones e intereses hasta entonces gratificantes.

Sin embargo, el sistema serotoninérgico ocupa un lugar esencial en la modulacién de los
principales aspectos de procesamiento del placer. La disminucion de la capacidad de placer
asociada al tratamiento con ISRS vendria dada por la accion inhibidora de la serotonina sobre los
circuitos dopaminérgicos mesolimbicos de la recompensa, principalmente a través de la accion
sobre los receptores 5-HT24 serotoninérgicos (Kranz y col., 2010).

Por tanto, considerando que los ISRS no parecen ser los farmacos mas adecuados para el
tratamiento de la anhedonia, que el sistema serotoninérgico posee un papel fundamental en la
modulacién del placer mediante su conexion con el sistema dopaminérgico, que se trata de un
sintoma comun en la depresion y la esquizofrenia, y que los antipsicoticos atipicos que muestran
una alta afinidad por el receptor SHT,4 de serotonina en comparacion con el D2 dopaminérgico
resultan mas eficaces en la reduccion de los sintomas negativos de la esquizofrenia como la
anhedonia, convierten al receptor SHT, en una diana interesante para su tratamiento y en un
posible biomarcador de depresion que puede ser estudiado de forma invasiva dada su presencia
tanto en plaquetas (Mendelson, 2000) como en muestras periféricas de sangre y linfocitos (Padin
y col., 2006).
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B. RESULTADOS

5.1.  Caracteristicas sociodemograficas y clinicas de los sujetos de estudio

Los grupos de sujetos seleccionados para el estudio fueron los dos grupos reclutados en el
estudio anterior, el grupo de 20 pacientes con diagndstico de TDM vy el grupo control formado
por 20 individuos control sanos. Los datos relativos a las caracteristicas demograficas (“edad”,
“sex0”, “estado civil”, “situacion laboral” y “nivel educativo”, del grupo depresivo y grupo
control, y las caracteristicas clinicas (“diagnostico”, “tratamiento” y “puntuacion media total
HDRS”) del grupo depresivo aparecen recogidas en las Tablas I, y II (Capitulo IV, punto 4.1).

Para este estudio se analizaron, ademas, dentro de las caracteristicas clinicas las
puntuaciones medias totales de la escala de anhedonia EAA y de sus subescalas INTENSIDAD,
FRECUENCIA y CAMBIO (ver Anexo 6) para el grupo depresivo que mostraremos a lo largo
de este capitulo.

No se observaron diferencias estadisticamente significativas en ninguna de las variables
sociodemograficas ni en el grupo depresivo ni en el grupo control, lo que indica que ambos
grupos fueron muy homogéneos. Ademas, las diferencias intergrupales también resultaron ser no
significativas, siendo los grupos perfectamente comparables entre si (Tabla I, Capitulo IV). En
cuanto a las caracteristicas clinicas de la muestra depresiva (Tabla II, Capitulo IV) se
observaron diferencias estadisticamente significativas (p<0,03) en relacion con la historia de
episodios depresivos que cada paciente presentaba al inicio del estudio, un 75% de los pacientes
mostraron una historia de episodios depresivos mayores multiples frente al 15% con historia de
episodio tnico. El tipo de diagnodstico no mostrd ninguna asociacion ni con el sexo ni con la
edad. Las diferencias respecto al tipo de tratamiento psicofarmacoldgico recibido por cada
paciente también fueron estadisticamente significativas (p<0,01), la mayoria de los pacientes
fueron tratados con dos o mas medicaciones combinando fairmacos antidepresivos, ansioliticos,
estabilizadores del estado del animo y antipsicéticos. La estrategia mas frecuente fue la
combinacion farmacolégica de antidepresivos y ansioliticos, muy por encima de la monoterapia
antidepresiva y del resto de combinaciones preescritas (Tabla II, Capitulo IV). Para una

descripcion mas detallada del tratamiento asignado a cada paciente ver Tabla III, Capitulo IV.
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5.2.  Estudio de la expresion del receptor de serotonina 5-HT;4 en la membrana de

linfocitos en individuos control y depresivos.

Como se describié en el Capitulo IV (punto 4.2.1) los pacientes depresivos mostraron
alteraciones en la agrupacion del receptor 5-HT,4 de serotonina con respecto al grupo de sujetos
control. En la poblacion depresiva total observamos un incremento estadisticamente significativo
[p<0,001] del 50% en el niimero medio de agrupamientos 5-HT»a-positivos (59,8+1,44) y un
incremento estadisticamente significativo [p<0,01] del 40% en el tamafio medio (0,19+0,06 umz)
en relacion con el grupo control (41,1+0,9) y (0,13+0,004 pm?), respectivamente (ver Figura 3a
y 3b, Capitulo IV). El subgrupo depresivo D-I se caracterizd por un nimero medio de
agrupamientos (59,99+2,3) significativamente [p<0,001] mayor al del grupo control y similar
[p>0,9] al de la poblacion total y al subgrupo D-II [p>0,9], y por un tamafio medio (0,15+0,006)
semejante al del grupo control y al de la poblacion depresiva total [p>0,9] y significativamente
[p<0,001] inferior al del subgrupo D-II. Por su parte, el subgrupo depresivo D-II mostré un
nimero medio de agrupamientos similar al de la poblacion depresiva total y al de D-I [p>0,9] y
estadisticamente superior al del grupo control [p<0,001], y un tamafio medio de los
agrupamientos significativamente mayor al del grupo control, la poblacion depresiva total y D-I
[p<0,001] (Figuras 5a y 5b, Capitulo IV).

Los graficos de distribucion del tamafio de los agrupamientos 5-HT,s-positivos en el
grupo control, la poblacion depresiva total y el subgrupo D-I fueron muy similares entre si, con
una distribucion unimodal sesgada representada en los tres grupos por un pico modal del 35%,
para un tamafio entre 0,05-0,10 um?, y diferentes todos ellos al del subgrupo D-II, con un pico
modal inferior al 30% entre 0,05-0,10 um? (Figura 4, Capitulo IV). Este parametro nos
permitié diferenciar dos subgrupos depresivos D-I1 y D-II en relacién con la agrupacion del
receptor 5-HT,4, que coincidieron con los dos subgrupos diferenciados respecto a SERT.

Cabe sefialar que el inmunomarcaje para 5-HT, unicamente aparecioé en una subpoblacion
de linfocitos, representada por el 50% del total de la poblacion linfocitaria, tanto para el grupo
control como para el grupo depresivo (Figura 2, Capitulo IV).

Por 1ltimo, el andlisis de las diferencias en los parametros bioldgicos, nimero y tamafio
medio de los agrupamientos 5-HT., en relacion con el tipo de de diagndstico y con el tipo de
tratamiento de la poblacion depresiva mostraron que no hubo diferencias estadisticamente
significativas en las medidas bioldgicas, ni en relacion con la historia de episodios de depresion

mayor, ni debido al tipo de tratamiento preescrito (Tablas IV y V, Capitulo IV).
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5.3. Estudio de las puntuaciones totales de la escala EAA en pacientes depresivos.

5.3.1. Anadlisis de las diferencias en las escala EAA en pacientes no tratados.

Antes del inicio del tratamiento, las puntuaciones medias totales de EAA en la poblacion
depresiva total y en los subgrupos D-I y D-II fueron (269,79+32), (278,20+42,58) y
(256,57+51,63), respectivamente, mostrando una ausencia de diferencias estadisticamente
significativas entre los tres grupos en cuanto a la sintomatologia anheddnica [F(2)=0,05; p>0,95]
(Tabla I). Asimismo, al comparar las puntuaciones medias de los tres grupos entre si, se observod
que entre DT y D-I existia una diferencia de medias de 8,4 (p>0,99), entre DT y D-II una
diferencia de 13,2 (p>0,99) y entre D-I y D-II una diferencia de 21,6 (p>0,99). Esto indica que
los subgrupos depresivos definidos bioldgicamente no se reflejaron a nivel clinico en relaciéon
con sus puntuaciones totales en la escala EAA.

Respecto a las subescalas de INTENSIDAD, FRECUENCIA Y CAMBIO, los valores
obtenidos también resultaron ser semejantes para los tres grupos de depresion, con puntuaciones
medias en la subescala de INTENSIDAD de 82,82+10,90 (poblacion depresiva total),
87,25+14,48 (D-1) y 75,86+17,45 (D-II), sin significacion estadistica [F(2)=0,127; p>0,88]; en la
subescala de FRECUENCIA de 84,47+11,33 (poblacion depresiva total), 88,23+14,68 (D-I) y
78,57£19,02 (D-II) para un valor [F(2)=0,084; p>0,92] y en la subescala de CAMBIO de
102,50+14,71 (poblacion depresiva total), 102,73+£15,85 (D-I) y 102,14+29,29 (D-II) para un
valor [F(2)=0,01; p>0,99] (Tabla I). Las comparaciones multiples entre los tres grupos de
depresion confirmaron la ausencia de diferencias estadisticamente significativas (p>0,99) para
las puntuaciones medias de las tres subescalas, como ocurrié con las puntuaciones medias de la
EAA.

Un analisis més especifico mostré que las puntuaciones en los items que miden los tres
dominios de la Anhedonia: Anhedonia Fisica, Anhedonia Intelectual y Anhedonia Social de las
subescalas INTENSIDAD, FRECUENCIA y CAMBIO, no reflejaron diferencias
estadisticamente significativas (p>0,9) entre la poblacion depresiva total, D-I y D-II en los items
que miden la capacidad para disfrutar de actividades fisicas, intelectuales y sociales de las tres
subescalas. Asimismo, para los tres grupos las puntuaciones totales de la subescala CAMBIO
fueron claramente superiores a las puntuaciones totales de las subescalas INTENSIDAD vy
FRECUENCIA, aunque las diferencias no resultaron estadisticamente significativas.

Sin embargo, si se encontraron diferencias estadisticamente significativas dentro de la

poblacién depresiva total y del subgrupo D-I en la capacidad para disfrutar de las actividades
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fisicas respecto de las actividades sociales de la subescala de INTENSIDAD, FRECUENCIA y
CAMBIO. La muestra depresiva total presentd puntuaciones significativamente mds altas en los
items que miden la capacidad de disfrute fisico respecto a los items que miden la capacidad de
disfrute social de la subescala de INTENSIDAD (p<0,04), FRECUENCIA (p<0,004) y
CAMBIO (p<0,05), sin diferenciarse significativamente de los items que miden la capacidad de
disfrute intelectual. Del mismo modo, el subgrupo depresivo D-I presentd puntuaciones
significativamente mas altas en los items que miden la capacidad de disfrute fisico respecto a los
items que miden la capacidad de disfrute social de la subescala de INTENSIDAD (p<0,05),
FRECUENCIA (p<0,05) y CAMBIO (p<0,01), sin diferenciarse significativamente de los items
que miden la capacidad de disfrute intelectual. Es decir, ambos grupos mostraron mayor
anhedonia fisica que social tanto en intensidad, como en frecuencia y en la percepcion de
cambio. En el subgrupo D-II, las puntuaciones en los items que miden la capacidad de disfrute
fisico también fueron superiores a las puntuaciones en los items relativos al disfrute social, pero
las diferencias no alcanzaron significancia estadistica (Tabla II; Figura 1).

Finalmente, el analisis de las diferencias en las puntuaciones totales de la escala EAA y de
las subescalas INTENSIDAD, FRECUENCIA y CAMBIO, en relacion con el tipo de de
diagnostico y con el tipo de tratamiento de la poblacion depresiva mostraron que no hubo
diferencias estadisticamente significativas en las medidas clinicas, ni en relacion con la historia de
episodios de depresion mayor, ni debido al tipo de tratamiento preescrito, ANTES DEL INICIO
DEL TRATAMIENTO. (Tablas III y IV).
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Tabla I. Diferencias en la puntuaciéon total de la escala EAA y de las subescalas:

INTENSIDAD, FRECUENCIA y CAMBIO para los tres grupos de estudio.

EAA INTENSIDAD FRECUENCIA CAMBIO
Depresion 269,79+32 82,82+10,9 84.47+11,33 102,50+14,71
Depresion I 278,20+42,58 87,25+14,48 88,23+14,68 102,73+15,85
Depresién 11 272,25+47,58 79,87+15,6 78,35+16,5 114,03+20,11
Prueba F de F(0,05) F(0,13) F(0,08) F(0,01)
ANOVA p>0,9 p>0,85 p>0,9 p>0,95

Tabla II. Diferencias en las puntuaciones medias totales de la escala EAA y de las

subescalas: INTENSIDAD, FRECUENCIA y CAMBIO en relacién con la capacidad de

disfrute fisico, intelectual y social, para los tres grupos de andlisis DT (muestra depresiva

total), D-1 y D-II.

Anhedonia Fisica Anhedonia Anhedonia Social Puntuaciones Totales

Intelectual
DT D-1 D-1I DT D-I | D-Il | DT D-1 D-1I DT D-1 D-1I
INTENSIDAD 33,23 | 35,62 | 32,44 | 28,63 | 29,91 | 27,57 | 20,96 | 21,75 19,85 | 82,82 | 87,25 | 79,87
FRECUENCIA 35,06 | 34,03 | 35,59 | 29,83 |31,69 | 26,75 | 19,57 | 22,51 16,01 84,47 88,23 78,35
CAMBIO 37,84 | 41,34 | 43,44 39,64 | 37,25 | 45,90 | 25,02 | 24,45 24,69 | 102,50 | 102,73 | 114,03
106,1 110,8 | 111,4 | 98,09 | 98,85 ] 100,2 | 65,55 | 68,71 60,55 | 269,79 | 278,20 | 272,25

DT: Depresion o Poblacion depresiva total
D-I: Depresion I
D-II: Depresién II
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Figura 1. Puntuacion total en los items que miden la capacidad para disfrutar de
actividades fisicas L1, intelectuales 1 y socialesC—1 de 1la escala INTENSIDAD,
FRECUENCIA y CAMBIO para los tres grupos de estudio: Depresion (poblacion
depresiva total) (a), Depresion 1 (b) y Depresion II (¢), antes del inicio de tratamiento
psicofarmacoldgico. En la poblacion depresiva total (a) y en el subgrupo D-I (b), las
puntuaciones relativas a los items que miden la capacidad de disfrutar de actividades fisicas
fueron significativamente (*) mas altas que las de los items que miden la capacidad de

disfrutar de actividades sociales. Los datos se expresan en mediastESM.
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Tabla III. Diferencias en las puntuaciones totales de la escala EAA (y de las subescalas)

segun el tipo de diagndstico (antes del tratamiento)

EAA INTENSIDAD FRECUENCIA CAMBIO
Episodio 9 38138,65 82,12+13,82 84,89+14,13 98,93+15,31
unico
Episodio  283,25+58,15 85.25+11,63 83.00+15,62 115,00+11,84
multiple
1(-0,620) t(-1,065) (-0,625) t(-0,160)
Test t de
p>0,291 p>0,295 p>0,537 p>0,874
Student

Tabla IV. Diferencias en las puntuaciones totales de la escala EAA (y de las subescalas)

segun el tipo de tratamiento psicofarmacolédgico (antes del tratamiento).

EAA INTENSIDAD  FRECUENCIA CAMBIO

Monoterapia 293 88 132 73
antidepresiva
Antidepresivo
+
Ansiolitico 311,90+41,48 96,40+12,32 95,70+£12,3 120,40+21,78
(AD+ANS)
Antidepresivo
+
Antipsicético 204+£53,53 75+24,83 56,33+13,86 72,67+£19,95
(AD+AP)
Antidepresivo +
Estabilizador
del estado de
4nimo 199+76,75 54,75+33,76 46,25+29,16 98+31,54
(AD+EA)

F(0,985) F(0,783) F(0,982) F(0,656)

Prueba F de
p>0,43 p>0,52 p>0,42 p>0,66

ANOVA

Nota: Los datos referentes al tratamiento con monoterapia antidepresiva no muestran error asociado
a la media debido a que solo existe un paciente en la muestra al que se le preescribi6 este tipo de
terapia psicofarmacolégica.
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5.3.2. Correlaciones entre la escala EAA y los parametros biologicos en individuos depresivos
no tratados.

El andlisis correlacional entre las puntuaciones totales de la escala EAA, y las subescalas
INTENSIDAD, FRECUENCIA y CAMBIO, con los parametros biologicos, nimero y tamafio
medio de los agrupamientos, no revelaron ninguna correlaciéon estadisticamente significativa
entre las variables clinicas y biologicas ni en la poblacién depresiva total ni en el subgrupo D-I,
sin embargo, si se observo una asociacion estadisticamente significativa entre el nimero medio
de agrupamientos y las puntuaciones totales de la escala EAA (p<0,001) y de las subescalas
INTENSIDAD (p<0,028) y FRECUENCIA (p<0,007) para el subgrupo D-II. Estas correlaciones
también se pudieron observar durante el estudio de las alteraciones del transportador SERT en
relacion con la escala EAA (ver Capitulo III, punto 3.3.2). En ambos casos, las puntuaciones
totales de la escala EAA y de las subescalas INTENSIDAD y FRECUENCIA correlacionan con
el nimero medio de agrupamientos (5-HT,a-positivos y/o SERT-positivos) para el subgrupo D-
II. Con la excepcion de la subescala de CAMBIO que no correlaciond significativamente ni con
el nimero medio de agrupamientos 5-HT,4-positivos ni SERT-positivos para D-II. Sin embargo,
para el receptor 5-HT,4 las correlaciones tuvieron un signo opuesto a las de SERT, a mayor
numero de agrupamientos 5-HT»a -positivos mayores fueron las puntuaciones totales de la

escala EAA y sus subescalas.

Tabla V. Correlaciones entre las puntuaciones totales de la escala EAA y las subescalas
INTENSIDAD, FRECUENCIA y CAMBIO con el nimero y tamaiio de los agrupamientos
5-HT;a-positivos.

EAA INTENSIDAD FRECUENCIA CAMBIO
Depresion p>0,728 p>0,877 p>0,672 p>0,754
Numero
Depresion I p>0,610 p>0,528 p>0,672 p>0,698
de
. R=0,992%* R=0,808* R=0,895*
. agrupamientos p>0,088
Depression 1T p< 0,001 p<0,03 p< 0,007
Depresion Tamaiio p>0,717 p>0,488 p>0,500 p>0,809
Depresion I de los p>0,841 p>0,766 p>0,791 p>0,978
Depression Il agrupamientos p>0,368 p>0,079 p>0,143 p>0,808

*La correlacion es significante al nivel p<0,05 (bilateral)
**La correlacion es aignificante al nivel p<0,01 (bilateral)
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5.3.3. Analisis de las diferencias en las puntuaciones totales de la escala EAA y las

subescalas de INTENSIDAD, FRECUENCIA y CAMBIO después del tratamiento

Las puntuaciones totales en la escala EAA y en las tres subescalas para la poblacion
depresiva total y los subgrupos depresivos D-I y D-II aparecen representadas en la Tabla VI y
en la Figura 2. Las puntuaciones totales fueron similares en la poblacion depresiva total y en el
subgrupo D-I, y mas elevadas que en el subgrupo D-II, sin embargo, las diferencias intergrupales
no fueron estadisticamente significativas ni para la escala EAA (p>0,19) ni para la subescala de
CAMBIO (p>0,63), s6lo se obtuvo significancia estadistica para la subescala de INTENSIDAD
(p<0,05) y FRECUENCIA (p<0,05). El analisis de las diferencias multiples mediante la
correccion de Bonferroni indic6 que efectivamente no hubo diferencias estadisticamente
significativas entre las puntuaciones totales de la poblacion depresiva total y del subgrupo D-I en
la escala EAA (p>0,99) y en las tres subescalas (p>0,99), ni diferencias estadisticamente
significativas entre la poblacion depresiva total y D-II en la escala EAA (p>0,5) y en las tres
subescalas (p>0,5), pero si mostrd la presencia de diferencias estadisticamente significativas
entre los subgrupos depresivos, D-I y D-II, para las subescalas INTENSIDAD (p<0,05) y
FRECUENCIA (p<0,05), sin diferencias significativas para la escala EAA (p>0,2) y la subescala
de CAMBIO (p>0,5).

El analisis estadistico sobre las puntuaciones de los tres dominios de la Anhedonia:
Anhedonia Fisica, Intelecual y Social de las subescalas de INTENSIDAD, FRECUENCIA Y
CAMBIO (Tabla VII; Figura 3) reveldo que los pacientes del subgrupo D-II presentaron
puntuaciones mds bajas, estadisticamente significativas, en los items que evaltian la capacidad de
disfrute fisico, intelectual y social de la subescala INTENSIDAD, respecto de los pacientes del
subgrupo D-I (p<0,01; p<0,05; p<0,05, respectivamente). En la subescala de FRECUENCIA los
pacientes del subgrupo D-II mostraron puntuaciones estadisticamente mas bajas en los items que
evaluan la capacidad de disfrute fisico, intelectual y social respecto de los pacientes del subgrupo
D-I (p<0,05; p<0,01 y p<0,05, respectivamente). Pero, en la subescala de CAMBIO no se
observaron diferencias significativas entre D-1 y D-II ni la capacidad de disfrutar de actividades
fisicas (p>0,5), ni intelectuales (p>0,9) o sociales (p>0,7).

Un aspecto comun para los tres grupos de estudio fue la menor capacidad para disfrutar de
actividades fisicas respecto a las actividades sociales e intelectuales, se observé al inicio del
estudio y se mantiene tras ocho semanas de tratamiento. Las puntuaciones en los items que
miden la capacidad para disfrutar de actividades fisicas continuaron siendo significativamente
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mas altas que en los items que miden la capacidad de disfrute social tanto de la subescala de
INTENSIDAD como de FRECUENCIA y CAMBIO, en la poblacion depresiva total (p<0,03;
p<0,02; p<0,04, respectivamente) y en el subgrupo D-I (p<0,04; p<0,001; p<0,02,
respectivamente). Con la excepcion del subgrupo D-II que continué mostrando puntuaciones
mas bajas en los items de anhedonia social que en los items que miden anhedonia fisica, pero sin
relevancia estadistica (Tabla VII; Figura 4).

También, se observo que las puntuaciones totales de la subescala de CAMBIO siguieron
siendo mads altas que en las subescalas de INTENSIDAD y FRECUENCIA como ya ocurria
antes del inicio del tratamiento, para la poblacion depresiva total y los subgrupos D-I y D-II, sin

embargo, las diferencias no tuvieron significacion estadistica.
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Tabla VI. Diferencias en la puntuacion total de la escala EAA y de las subescalas:

INTENSIDAD, FRECUENCIA y CAMBIO entre los tres grupos de estudio después del

tratamiento.
EAA INTENSIDAD FRECUENCIA CAMBIO
Depresion 231,65+33,18 67,19+12,22 73,81+£10,99 90,62+12,85
Depresiéonl 272,25+38,59 84,91+14,04 88,36+11,87 99,09+15,03
Depresion 11 145,40+45,98 31,40+10,33 41,98+13,5 72,024+20,38
Prueba F de F(1,789) F(2,645) F(2,125) F(0,470)
ANOVA p>0,19 p<0,05 p<0,05 p>0,63

Tabla VII. Diferencias en las puntuaciones medias totales de la escala EAA y de las
subescalas: INTENSIDAD, FRECUENCIA y CAMBIO en relacion con la capacidad de
disfrute fisico, intelectual y social, para los tres grupos de analisis DT (muestra depresiva

total), D-1 y D-II, después del tratamiento.

Anhedonia Fisica Anhedonia Anhedonia Social Puntuaciones Totales
Intelectual

DT D-I | D-II DT | D-I | D-II | DT D-1 D-1I DT D-I D-11

INTENSIDAD | 30,99 |39,53 | 12,32 | 21,04 | 26,54| 9,9 |15,16| 18,84 | 9,08 | 67,19 | 84,91 | 31,4

FRECUENCIA 1| 3371 | 40,54 | 18,98 | 21,34 |27,24| 8,5 |[18,76| 20,62 | 14,68 | 73,81 | 88,36 | 41,98

CANIEIO 36,32 | 40,96 | 25,76 | 34,51 | 36,52 | 30,1 | 19,78 | 21,61 | 16,16 | 90,62 | 99,09 | 72,02

101,02 | 121 | 57,06 | 76,89 90,3 | 48,5 | 53,7 | 61,07 | 39,92 | 231,65 272,25 1454

DT: Depresion o Poblacion depresiva total
D-1: Depresion 1
D-II: Depresion 11
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EAA INTENSIDAD
400 - 120 -

Depresion Il Depresion Depresion | Depresion Il

FRECUENCIA CAMBIO
*

Depresi6n Depresion | Depresién Il Depresion | Depresion Il

Figura 2. Puntuacion total de la escala de anhedonia EAA (a) y de las subescalas
INTENSIDAD (b), FRECUENCIA (¢) y CAMBIO (d) para los tres grupos de depresion:
Depresion (poblacion depresiva total), Depresion 1 y Depresion II después de ocho
semanas de tratamiento. Se observan diferencias estadisticamente significativas entre D-1 'y
D-II en las puntuaciones totales de las subescala de INTENSIDAD y FRECUENCIA, la
puntuacidn total de la escala EAA y de la subescala CAMBIO, continfia siendo similar para

los tres grupos de estudio. Los datos aparecen representados en medias+tESM.
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INTENSIDAD

Anhedonia Fisica Anhedonia Intelectual Anhedonia Social

FRECUENCIA

Anhedonia Fisica Anhedonia Intelectual Anhedonia Social

CAMBIO

Anhedonia Fisica Anhedonia Intelectual Anhedonia Social

Figura 3. Puntuaciones totales relativas a la capacidad de disfrute fisico, intelectual y
social de las subescalas de INTENSIDAD (a), FRECUENCIA (b) y CAMBIO (c) en los
tres grupos de depresion (Depresion BB, Depresion I Il | y Depresion II 1, después
de ocho semanas de tratamiento. Las puntuaciones totales fueron significativamente (*)
inferiores en el subgrupo Depresion II respecto al subgrupo Depresion I en la capacidad de
disfrute fisico, intelectual y social de las subescalas de INTENSIDAD y FRECUENCIA.

Los datos aparecen representados en mediastESM.
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Figura 4. Puntuaciones totales relativas a la capacidad de disfrute fisico Il intelectual [y
social M, de las subescalas de INTENSIDAD, FRECUENCIA y CAMBIO para la muestra de
depresion total (a), Depresion I (b) y Depresion 11 (c), después de ocho semanas de tratamiento.
En la muestra total de depresion y en el subgrupo D-I las puntuaciones en los items que miden la
capacidad de disfrutar de actividades fisicas fueron significativamente (*) superiores a las

puntuaciones en los items que miden la capacidad de disfrute social en las tres subescalas de

Capitulo V

Depresion

INTENSIDAD FRECUENCIA CAMBIO
Depresion |

* * *

INTENSIDAD FRECUENCIA CAMBIO

Depresion Il

INTENSIDAD

FRECUENCIA CAMBIO

anhedonia. Los datos aparecen representados en mediastESM.
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Las diferencias intergrupales analizadas hasta el momento reflejaron un efecto mayor del
tratamiento en el subgrupo D-II que en D-I. Para comprobar las diferencias en las puntuaciones
clinicas relacionadas con la medicacion se compararon las puntuaciones antes y después del
tratamiento para cada grupo de depresion aplicando el test t de Student para muestras
relacionadas. Los resultados indicaron que no hubo ninguna variacion estadisticamente
significativa en las puntuaciones medias de la escala EAA ni de las subescalas INTENSIDAD,
FRECUENCIA y CAMBIO para la poblaciéon depresiva total ni para el subgrupo D-I, sin
embargo, en el subgrupo D-II se observd una disminucion estadisticamente significativa en las
puntuaciones totales de la escala EAA y de las subescalas INTENSIDAD, FRECUENCIA y
CAMBIO (Figura 5; Tabla VIII). Cabe sefialar que los cambios estadisticamente significativos
producidos a nivel bioldgico concuerdan con las variaciones igualmente significativas en las
variables clinicas, como se pudo observar en las puntuaciones de la escala EAA y subescalas
INTENSIDAD, FRECUENCIA y CAMBIO.

Finalmente, el andlisis de las diferencias en las puntuaciones totales de la escala EAA y de
las subescalas INTENSIDAD, FRECUENCIA y CAMBIO, en relacion con el tipo de de
diagnostico y con el tipo de tratamiento de la poblacion depresiva mostraron que no hubo
diferencias estadisticamente significativas en las medidas clinicas, ni en relacion con la historia

de episodios de depresion mayor, ni debido al tipo de tratamiento preescrito (Tablas IX y X).

250



120 -

100 -

60 |

40 -

20 -

160 -
140 |
120 -
100 -|
80
60
40
20 4

Capitulo V

EAA

-

Depresion Depresion |

INTENSIDAD

Depresion Il

—
Depresion Depresion | Depresion 1l
FRECUENCIA
*
Depresion Depresién | Depresién Il

CAMBIO

Depresion

Depresion |
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Depresion Il

Figura 5. Diferencias en la escala EAA (a) y en las subescalas INTENSIDAD (b),
FRECUENCIA (¢) y CAMBIO (d), antes-después del tratamiento, en la poblacion depresiva
total y en los subgrupos depresivos. Unicamente en el subgrupo Depresion II se observa una
reduccion estadisticamente significativa (*) en las puntuaciones totales de anhedonia como

resultado del tratamiento psicofarmacoldégico. Los datos se representan en medias=ESM.
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Tabla VIII. Diferencias en la escala EAA y en las subescalas INTENSIDAD,
FRECUENCIA y CAMBIO, antes-después del tratamiento, en la poblacién depresiva total

y en los subgrupos depresivos. Test t de Student para muestras relacionadas.

EAA INTENSIDAD FRECUENCIA CAMBIO
Depresion t(19)=1,185 t(19)= 1,137 t(19) =0,943 t(19)= 1,226
Naive-Tratado p>0,254 p>0,273 p>0,361 p>0,239
Depresion I t(11)=0,125 t(11)=10,129 t(11)=-0,09 t(11)=0,222
Naive-Tratado p>0,905 p> 0,902 p>0,99 p>0,829
Depresion 11 t(7)=2,718 t(7)=3,011 t(7) = 2,667 t(7)=2,334
Naive-Tratado p>0,02 p>0,01 p>0,02 p >0,05

Tabla IX. Diferencias en los parametros bioldgicos y en las puntuaciones medias totales de
la escala EAA (y subescalas) segun el tipo de diagnostico y el tiempo de tratamiento (antes

y después).

EAA INTENSIDAD FRECUENCIA CAMBIO

Episodio unico 192,73+48,45 54,23+18,41 61+17,87 77,50+20,76

Episodio multiple 255+44.62 74,97+16,27 81,72+14,10 98,31+16,68

Diagnéstico F(0,160);p>0,692 F(0,407);p>0,529 F(0,022);p>0,883 F(0,349);p>0,560
Tiempo F(0,217);p>0,645 F(1,194);p>0,284 F(0,213);p>0,648 F(0,131);p>0,721
Diagnéstico*Tiempo F(0,010);p>0,921  F(0,594);p>0,447 F(0,108);p>0,745 F(0,005);p>0,946

Nota: Los datos referentes a antes del tratamiento no se incluyen en la tabla por falta de espacio
pero aparecen recogidos en la Tabla IV.
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Tabla X. Diferencias en las puntuaciones totales de la escala EAA (y subescalas) segun el

tipo de tratamiento psicofarmacoldgico y el tiempo de tratamiento (antes y después).

EAA INTENSIDAD FRECUENCIA CAMBIO
Monoterapia 327,60 127,70 79+10,75 108,30
antidepresiva
Antidepresivo
+
Ansiolitico 231,90+44,84 63,97+15,77 80,88+14,22 74,51+£14,85
(AD+ANS)
Antidepresivo
+
Antipsicético 239,50+44,30 T7£5 122,96+37,88 85,10+1,9
(AD+AP)
Antidepresivo
+
Estabilizador
del estado de 203,16+92,59 54,42+32.,99 59,58+19,32 58,53+30,01
animo (AD+EA)
Tratamiento F(0,203);p>0,899 F(0,593);p>0,631  F(0,357);p>0,785  F(0,043);p>0,988
Tiempo F(0,148);p>0,704  F(0,025);p>0,874  F(0,001);p>0,974  F(0,001);p>0,978
Tratto*Tiempo F(0,133);p>0,940  F(0,417);p>0,742  F(0,500);p>0,686  F(0,097);p>0,961

Nota: Los datos referentes a antes del tratamiento no se incluyen en la tabla por falta de espacio
pero aparecen recogidos en la Tabla IV.

Nota: Los datos referentes al tratamiento con monoterapia antidepresiva no muestran error asociado
a la media debido a que so6lo existe un paciente en la muestra al que se le preescribid este tipo de
terapia psicofarmacolégica.
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5.4. Analisis de los parametros biolégicos después del tratamiento.

Los resultados relacionados con los parametros bioldgicos después de 8 semanas de
tratamiento se describieron en el capitulo anterior (Capitulo IV; punto 4.4; Figura 8). El
tratamiento tuvo un efecto estadisticamente significativo sobre los agrupamientos 5-HT;a-
positivos en los tres grupos de depresion, con una disminucion en el niimero de agrupamientos
del 17% para la poblacion depresiva total (42,97+1,14) (p<0,001), una disminucién del 16% para
D-I (44,3941,09) (p<0,001) y una disminucion del 20% para D-II (40,31£2,32) (p<0,001). El
analisis comparativo intergrupal mostr6 la ausencia de diferencias estadisticamente significativas
(p>0,591) entre la poblacion depresiva total, D-I y D-II, llegando a desaparecer incluso la
diferencia inicial que existia respecto al grupo control. El tamafio medio de los agrupamientos
también diminuy6 después de las 8 semanas de tratamiento y en los tres casos esa reduccion fue
significativa: en la poblacion depresiva total se redujo un 5% (0,14+0,006) (p<0,04), en el
subgrupo D-I un 2% (0,13+£0,004) (p<0,01) y en el subgrupo D-II un 10% (0,17 £ 0,01)
(p<0,03). Sin embargo, en este caso las diferencias intergrupales continuaron estando presentes
(p<0,009), persistiendo la disparidad que existia antes del tratamiento entre el subgrupo D-I y D-
IT (p<0,007) y entre el grupo control y D-II (p<0,02). A pesar de que en el subgrupo D-II el
tamafio también se redujo en gran medida pero no llega a ser similar al del grupo control. Cabe
sefialar que el efecto del tratamiento fue mayor para el subgrupo D-II que para la poblacion
depresiva total y D-I, con una disminucién mas acusada de los pardmetros bioldgicos.

Ademés, las Tablas XI y XII (Capitulo IV; punto 4.4) mostraron la ausencia de
variaciones en el numero y tamafio medio de los agrupamientos 5-HT»a-positivos en relacion

con el tipo de diagndstico y el tipo de tratamiento psicofarmacoldégico después del tratamiento.

5.4.1. Correlaciones entre la escala EAA y las subescalas INTENSIDAD, FRECUENCIA y

CAMBIO y los parametros biologicos después del tratamiento.

Después del tratamiento, el analisis de correlaciones reveld que a menor numero de

agrupamientos 5-HT»4-positivos mejor era el resultado clinico, es decir, mayor era la disminucion

en las puntuaciones de la escala EAA y las subescalas INTENSIDAD, FRECUENCIA Y

CAMBIO.

La Tabla XI muestra el andlisis de correlaciones entre el niimero y tamafio de los

agrupamientos 5-HTa -positivos y las puntuaciones de EAA y sus subescalas después de ocho

semanas de tratamiento, indicando que las correlaciones descritas antes del tratamiento (Tabla V,
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punto 5.4) se mantienen después del tratamiento. Estas correlaciones son significativas para el
subgrupo D-II, que presenta una correlacion significativa entre el numero de agrupamientos y las
puntuaciones de la escala EAA (R= 0,902%; p<0,02) y las subescalas INTENSIDAD (R= 0,846%*;
p<0,04) y FRECUENCIA (R= 0,889*, p<0,03). Después del tratamiento el numero de
agrupamientos disminuye mientras que tiene lugar una mejoria en anhedonia para el subgrupo D-II.

Ademas encontramos correlaciones igualmente significativas para el subgrupo D-I entre el
nimero de agrupamientos y la puntuacién total de EAA y las subescalas INTENSIDAD,
FRECUENCIA y CAMBIO.

Tabla XI. Correlaciones entre las puntuaciones totales de la escala EAA y las subescalas
INTENSIDAD, FRECUENCIA y CAMBIO con el nimero y tamafio de los agrupamientos

5-HTaa-positivos, después del tratamiento.

EAA INTENSIDAD FRECUENCIA CAMBIO

Numero de R=0,502* R=0,301 R=0,297 R=0,488%*
Depresion agrupamientos p<0,02 p>0,135 p>0,198 p<0,01
Tamaiio de los R=-0,121 R=0,133 R=0,148 R=-0,026
agrupamientos p>0,611 p>0,539 p>0,422 p>0,975
Numero de R=0,472%* R=0,508** R=0,496** R=0,421*
agrupamientos p<0,01 p<0,01 p<0,01 p<0,02
D Tamarfio de los R= 0,439 R=0,367 R=-0,284 R=-0,697
agrupamientos p>0,442 p>0,585 p>0,688 p>0,216
Numero de R=0,902* R=-0,846* R=0,889* R=-0,869
agrupamientos p<0,02 p<0,04 p<0,03 p>0,073
bl Tamafio de los R=-0,354 R=0,242 R=10,366 R=-0,037
agrupamientos p>0,678 p>0,639 p>0,554 p>0,958

*La correlacion es significante al nivel 0,05 (bilateral)
**La correlacion es aignificante al nivel 0,01 (bilateral)
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C. DISCUSION

En este estudio hemos visto que la escala de anhedonia EAA puede discriminar entre los
subtipos depresivos D-I y D-II, que observamos biologicamente. En la escala de depresion
HDRS, al inicio del estudio, no se observaron diferencias intergrupales estadisticamente
significativas entre D-I y D-II, sus puntuaciones totales resultaron muy similares por lo que
concluimos que los subtipos biologicos definidos por las alteraciones en la agrupacion del
receptor 5-HT24 no se mostraban a nivel clinico. Sin embargo, en la escala de anhedonia si
hemos podido observar diferencias clinicas entre estos subgrupos. Como ocurria con la escala
HDRS, no se observaron diferencias intergrupales ni en la puntuacion total de EAA ni en las
subescalas INTENSIDAD, FRECUENCIA y CAMBIO, pero al realizar un analisis mas
especifico en relacion con los tres dominios de la anhedonia: fisica, intelectual y social,
encontramos diferencias entre D-I y D-II respecto a su capacidad para disfrutar de actividades
fisicas y sociales. Los pacientes del subgrupo D-I presentaron una anhedonia fisica
significativamente mas elevada que de tipo social, y esta diferencia no se observa en el subgrupo
D-II.

En el estudio realizado por Olivares y col. (2005), aplicando la escala de anhedonia EAA,
los resultados mostraron que los pacientes depresivos presentaron puntuaciones mas elevadas
que los sujetos control en todos los items que miden la capacidad de disfrutar de actividades
fisicas, intelectuales y sociales de las subescalas de INTENSIDAD, FRECUENCIA y CAMBIO,
mientras que los pacientes esquizofrénicos presentarian puntuaciones mds elevadas s6lo en
algunos de los items pero no en todos. Concluyendo que los pacientes deprimidos presentarian
una anhedonia real, siendo conscientes de sufrir una disminucion de su capacidad para disfrutar,
siendo el placer que obtienen de actividades habitualmente placenteras (fisicas, intelectuales o
sociales) poco intenso y poco frecuente. Segun estos datos no habria diferencias en los pacientes
con depresion en relacion con los items que miden la anhedonia fisica, intelectual o social,
siendo igualmente elevadas.

Ademas de las puntuaciones mas altas en los items del dominio fisico de la anhedonia
respecto al social en los pacientes del subgrupo D-I, también se observd una correlacion
estadisticamente significativa entre un mayor numero de agrupamientos y puntuaciones mas
elevadas en la escala EAA y en sus subescalas en el subgrupo D-II que no se mostr6é para D-I.
Por tanto, al contrario que la escala HDRS que no distinguia los subtipos depresivos,

encontramos diferencias en la escala de anhedonia. Cabe sefalar, que la correlacion para el
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subgrupo D-II entre el nimero de agrupamientos y las puntuaciones de la EAA también se
presentd para el transportador SERT, sin embargo, ambas correlaciones mostraron un signo
opuesto, el numero de agrupamientos SERT-positivos correlaciona negativamente con las
puntuaciones de la EAA y el nimero de agrupamientos 5-HT,4 correlaciona positivamente con
las estas puntuaciones.

Por otro lado, tras el tratamiento no se observaron diferencias intergrupales significativas,
entre D-I1 y D-II, ni en la puntuacion total de la EAA ni en la escala de CAMBIO, unicamente
hubo diferencias para las puntuaciones de INTENSIDAD y FRECUENCIA, siendo la
disminucién mayor para D-II. Con la escala HDRS veiamos que las puntuaciones se redujeron
significativamente en D-I y D-II, pero la disminucion era mucho mayor para D-II. En ambos
casos, el efecto del tratamiento es mayor para D-II, sin embargo, como hemos sefialado las
puntuaciones de la HDRS se reduce tanto en D-1 y D-II aunque sea mas fuerte en D-II, pero en la
EAA, las puntuaciones para D-I no disminuyen significativamente después del tratamiento, no
hay diferencias significativas antes-después para este subgrupo.

La reduccion mas intensa para D-II en las subescalas INTENSIDAD y FRECUENCIA
afectod a los tres dominios de la anhedonia (fisico, intelectual y social) en la misma medida, con
la excepcion de la puntuacion en la subescala de CAMBIO, en la que no hay diferencias entre D-
1y D-II para ninguno de los dominios.

Las puntuaciones en el dominio fisico respecto al social presente en D-I, descrito antes del
tratamiento, continudé estando presente tras ocho semanas. En D-II no se observaba esta

diferencia y tampoco se presento tras el tratamiento.
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Conclusiones

Los resultados obtenidos en el presente trabajo de investigacion nos permiten establecer las
siguientes conclusiones:

. . +/- . N
1. En animales heterocigotos reeler (Reln""), donde los niveles de reelina en plasma
sanguineo se encuentran reducidos aproximadamente a la mitad, existe un incremento
significativo en el nimero y el tamafio medio de los agrupamientos SERT-positivos en la

membrana de los linfocitos.

2. Los pacientes con trastorno depresivo mayor muestran una alteraciéon en la
distribuciéon de los agrupamientos SERT-positivos con una disminucion del porcentaje de
agrupamientos en el pico modal (entre 0,05 y 0,10 um?) y un incremento en el tamafio medio de

los agrupamientos, aunque sin alteracion en el numero medio de agrupamientos.

3. El estudio de la agrupaciéon de SERT en intervalos de tamafio permite diferenciar
dos subtipos de pacientes depresivos, un grupo de pacientes en el que el pico modal es semejante
al de los sujetos control (D-]) y un grupo que muestra un pico modal muy reducido respecto a la
poblacion control (D-II). En cuanto al indice clinico, no existen diferencias en la puntuacion de

Hamilton entre pacientes D-I1 y D-II.

4. Tras ocho semanas de tratamiento antidepresivo, existe una disminucion
significativa en la puntuacion de Hamilton y esta reduccién es mayor en el subtipo D-II, donde
se observa remision sintomatoldgica, a pesar de que sus medidas iniciales se alejan mas del

perfil control.

5. Los cambios en el analisis de la agrupacion de SERT después del tratamiento
muestran un incremento muy significativo en el pico modal y en el nimero medio de
agrupamientos en el subtipo D-II, que se aproximan a los valores control, , mientras que en el
subtipo D-I existe un leve aumento en el pico modal y no hay variaciones en el nimero y tamafio
medio de los agrupamientos. Los cambios se reflejan precisamente en el subtipo D-II, mostrando

mejor respuesta al tratamiento.

6. En la escala de Anhedonia (EAA) no se observaron diferencias entre las D-I y D-
IT antes del tratamiento, ni en las puntuaciones totales de la escala ni en las puntuaciones de las

subescalas de INTENSIDAD, FRECUENCIA y CAMBIO.
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7. Después del tratamiento, hay una disminucion significativa en las puntuaciones de
las subescalas de INTENSIDAD y FRECUENCIA en D-II que no se observa en D-I, tanto en los
items que miden la capacidad de disfrute fisico, como intelectual y social. En la puntuacion total
EAA y en la subescala de CAMBIO no hay cambios significativos en el subtipo D-I y D-II como

resultado del tratamiento.

8. El analisis de la agrupacion del receptor 5-HT»x muestra que los pacientes con
trastorno depresivo mayor presentan una alteracion en la distribucién de los agrupamientos con
una disminucion del porcentaje de agrupamientos en el pico modal (entre 0,05 y 0,10 pm?) y un

incremento en el numero y tamafio medio de los agrupamientos.

9. El estudio de la agrupacion del receptor 5-HT4 en intervalos de tamafio permite
diferenciar de nuevo dos subtipos de pacientes depresivos, un grupo de pacientes en el que el
pico modal es semejante al de los sujetos control (D-I) y un grupo que muestra un pico modal
muy reducido respecto a la poblaciéon control (D-II). Los dos subtipos coinciden con los

encontrados en el estudio de SERT, formados por los mismos pacientes.

10. Los subtipos de pacientes coinciden con los descritos en el estudio de SERT por
lo que no existen diferencias significativas en las puntuaciones en Hamilton antes del tratamiento
entre D-I 'y D-II y después del tratamiento aparece la reduccion significativa en la puntuacion de

Hamilton mayor en D-II, donde se observa remision.

11. Los cambios en el andlisis de la agrupacion de 5-HT»4 después del tratamiento
muestran un aumento en el pico modal y una disminucioén en el nimero y tamafio medio de los

agrupamientos en D-I y D-II, siendo significativamente mayor en D-II.

12. En la escala de Anhedonia no hay diferencias entre D-I y D-II en la puntuacion

total EAA ni en las subescalas tres subescalas antes del tratamemiento.

13. Después del tratamiento, existe una disminucion significativa en las puntuaciones
de las subescalas de INTENSIDAD y FRECUENCIA en D-II que no se observa en D-I, tanto en
los items que miden la capacidad de disfrute fisico, como intelectual y social. En la puntuacion
total EAA y en la subescala de CAMBIO no hay cambios significativos en el subtipo D-I y D-II

como resultado del tratamiento.
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Abreviaturas

Para una mayor claridad se incluyen entre paréntesis el significado en lengua inglesa de las
abreviaturas mas comunmente utilizadas en este texto.

AC: Adenilato ciclasa (Adenylate cyclase, CA)

ADN: Acido desoxirribonucleico (Deoxyribonucleic Acid, DNA)

ADNe: Acido desoxirribonucleico complementario (Complementary deoxyribonucleic acid, cDNA)
AGREE: Instrumento de Valoracion de Directrices para la Investigacion y Evaluacion (dppraisal of
Guidelines for Reserch & Evaluation Instrument)

AMPc: Adenosin monofosfato ciclico (Adenosine monophosphate cyclic, cAMP)

APA: Asociacion Americana de Psiquiatria (American Psychiatric Association)

ARNe: Acido ribonucleico complementario (Complementary ribonucleic acid, cRNA)

ASIR: Antagonistas 5-HT,a e inhibidores de la recaptacion de serotonina (Serotonin antagonist and
reuptake inhibitor, SARI)

ATC: Antidepresivos triciclicos (Tryciclic antidepressant, TCA)

BDI: Inventario de Depresion de Beck (Beck Depression Inventory)

BDNF: Factor neurotrofico derivado del cerebro (Brain-derived neurotrophic factor)

Bmax: Capacidad maxima de union del receptor

BRFSS: Sistema de Vigilancia de los Factores de Riesgo Conductuales (Behavioral Risk Factor
Surveillance System)

CaMK: Cinasa dependiente de Ca*/calmodulina (Ca2+/calmodulin-dependent kinase)

CDs: Células dendriticas (Dendritic cells, DCs)

CIDI: Entrevista Diagnostica Compuesta Internacional (Composite International Diagnostic
Interview)

CIE: Clasificacion estadistica internacional de enfermedades y problemas de salud

CPA: Células presentadoras de antigeno (4ntigen presenting cell, APC)

COMT: Catecol-o-metiltransferasa (Catechol-O-methyltransferase)

CREB: Proteina de union al elemento de respuesta AMPc (cAMP response element-binding)
CRH: Hormona Liberadora de Corticotropinas (Corticotropin-releasing hormone)

CRF1: Receptor del Factor Liberador de Corticotropinas (Corticotropin releasing factor receptor 1)
DA: Dopamina (Dopamine)

DAB-1: Gen de la proteina adaptadora Diseable-1

DAG: Diaglicerol (Diacilglycerol)

DAT: Transportador de dopamina (Dopamine transporter)

DDC: L-aminoacido aromatico descarboxilasa (Aromatic L-amino acid decarboxylase)

DIS: Entrevista Diagnoéstica Programada (Diagnostic Interview Schedule)
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DSM: Manual Diagnéstico y Estadistico de los Trastornos Mentales (Diagnostic and Statistical
Manual of Mental Disorders)

EA: Enfermedad de Alzheimer (Alzheimer’s disease, AD)

EAA: Escala de Autoevaluacion de la Anhedonia

ECA: Areas de Estudio Epidemiologico (Epidemiologic Catchment Area)

ECP: Estimulacion Craneal Profunda (Deep brain stimulation, DBS)

EGL: Lamina granular externa (External granular layer)

EGF: Factor de crecimiento epidérmico (Epidermal growth factor)

EMT: Estimulacion magnética transcraneal (Transcraneal magnetic stimulation, TMS)

ESM: Error estandar de la media (standar error of the median, SEM)

FDA: Agencia de Drogas y Alimentacion (Food and Drug Administration)

GABA: Acido gamma-aminobutirico (Gamma-aminobutyric acid)

GMPC: Guanosin monofosfato ciclico (Guanosine monophosphate cyclic)

GPCR: Receptores acoplados a proteina G (G protein-coupled receptors)

GR: Receptor de glucocorticoides (Glucocorticoid receptor)

GRKSs: Cinasas de receptores acoplados a proteinas G (G protein-coupled receptor kinases)
GSK-3: Glicogeno sintasa cinasa-3 (Glycogen synthase kinase 3)

HEK: Células embrionarias humanas de riiién (Human Embryonic Kidney cells)

HPA: Eje hipotalamico- pituitario-adrenal (hypothalamic-pituitary-adrenal axis)

HDRS: Escala para la evaluacion de la Depresion de Hamilton (Hamilton Depression Rating Scale)
IL: Interleucinas (Interleukin)

IMAO: Inhibidores de la monoamina oxidasa (Monoamine oxidase inhibitors, MAOIs)

INF: Interferon

IP2: Inositol bifosfato (Inositol 4,5-Triphosphate)

IP3: Inositol trifosfato (Inositol 1, 4, 5-Triphosphate)

IRD: Inhibidores de la recaptacion de dopamina (Dopamine reuptake inhibitor, DRI or DARI)
IRMA: Inhibidores reversibles de la MAO-A (Reversible inhibitors of monoamine MAO-A
inhibitors, RIMA)

IRN: Inhibidores de la recaptacion de noradrenalina (Norepinephrine reuptake inhibitor, NR or
NERI)

IRND: Inhibidores de la recaptacion de noradrenalina y dopamina (Norepinephrine-dopamine
reuptake inhibitor, NDRI)

IRS: Inhibidores de la recaptacion de serotonina (Serotonin reuptake inhibitors, SRIs)
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IRSN: Inhibidores selectivos de la recaptacion de serotonina y noradrenalina (Serotonin-
norepinephrine reuptake inhibitors, SNRIs)

ISRS: Inhibidores selectivos de la recaptacion de serotonina (Selective serotonin reuptake inhibitors,
SSRIs)

Kmax: Constante de afinidad

LCR: Liquido Cefalorraquideo (Cerebrospinal Fluid, CSF)

LSD: Dietilamida del acido d-lisérgico (d-lysergic acid diethylamide)

MAQO: Monoamina oxidasa (Monoamine oxidase)

MARKS: Cinasa reguladora de afinidad a microtibulos (Myristoylated alanine-rich C kinase
substrate)

NA: Noradrenalina (Noradrenaline, NE)

NAD+: Glicerol 3-Fosfato Deshidrogenasa (Nicotinamide adenine dinucleotide)

NASSA: Antidepresivos noradrenérgicos y serotoninérgicos especificos (Noradrenergic and
specific serotoninergic antidepressant)

NAT:Transportador de noradrenalina (Noradrenaline transporter, NET)

NCS: Encuesta Nacional de Comorbilidad (National Comorbidity Survey)

NICE: Instituto Nacional de Salud y Excelencia Clinica (National Institute for Health and Clinical
Excellence)

NK: Cé¢lulas Natural Killer

NO: Oxido nitrico (Nitric oxide)

NPxY: Secuencia aminoacidica formada por asparragina-prolina-cualquier aminoacido- tirosina
OMS: Organizacion Mundial de la Salud (World Health Organization, WHO)

PAS: Escala de Anhedonia Fisica (Physical Anhedonia Scale)

PCR: Reaccion en cadena de la polimerasa (Polymerase chain reaction)

PHQ: Cuestionario sobre la Salud del Paciente (Patient Health Questionnaire)

PI: Terapia Interpersonal (Interpersonal Therapy, IPT)

PIP2: Fosfatidilinositol 4,5 bifosfato (Phosphatidylinositol 4,5-bisphosphate)

PKA: Proteina cinasa A (Protein Kinase A)

PKC: Proteina cinasa C (Protein Kinase C)

PKG: Proteina cinasa G (Protein Kinase G)

PP: Proteina fosfatasa (Protein Phosphatase)

PTB: Dominio fosfotirosina de union (Phosphotyrosine-binding domain)

PVDF: Difluoruro de polivinildeno (Polyvinylidene Fluoride)

RBL: Células de leucemia basofilicas de ratas (Rat Basophilic Leukemia cells)
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RELN: Gen de la reelina (Reelin gene)

Reln""": ratones salvajes (wild-type mice)

Reln™": ratones heterocigotos reeler (heterozygous reeler mice)

Reln™: ratones homocigotos reeler (homozygous reeler mice)

REM: Suefio de movimientos oculares rapidos (Rapid eye movement)

SAS: Escala de Anhedonia Social (Social Anhedonia Scale)

EAA: Self-Assesment Anhedonia Scale

SANS: Escala para la Evaluacion de Sintomas Negartivos (Scale for the Assessment of Negative
Symptoms)

SERT: Transportador de serotonina (Serotonin transporter)

SERT-KO: Ratones “knockouts” para SERT

SI: Sinapsis Inmunologica (Inmunology synapse)

SLC: Transportadores de soluto (Solute carrier family)

SNARE: Complejo receptor de de la proteina SNAP, proteina de unién al factor sensitivo n-etil-
maleimida soluble (Soluble N-ethylmaleimide-sensitive factor-attachment protein receptor)
SNC: Sistema Nervioso Central (Central Nervous System, CNS)

SNP: Sistema Nervioso Periférico (Peripheral Nervous System, PNS)

STAR*D: Alternativas de Tratamiento Secuencial para la Depresion (Sequenced Treatment
Alternatives to Relieve Depression)

TAG: Trastorno de ansiedad generalizada (Generalized anxiety disorder, GAD)

TB: Trastorno Bipolar (Bipolar disoder BD)

TD: Trastorno Distimico (Dysthymic disorder)

TDM: Trastrono Depresivo Mayor (Major Depressive Disorder, MDD)

TEC: Terapia Electoconvulsiva (Electroconvulsive therapy, ECT)

TEP: Trastorno de Estrés Postraumatico (Post-traumatic stress disorder, PTSD)

TPH: Triptofano hidroxilasa (Tryptophan hydroxylase)

TNF: Factor de Necrosis Tumoral (Tumoral Necrosis Factor)

Vmax: Velocidad maxima de transporte

5-HIAA: Acido 5-Hidroxindolacético (5-Hydroxyindoleacetic acid)

5-HT: 5-Hidroxitriptamina, Serotonina (5-hydroxytryptamine, Serotonin)

5-HTP: 5-Hidroxitriptofano (5-Hydroxytryptophan)
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Anexo 1: CIE-10

(F30-39) Trastornos del humor (afectivos)

(F32) Episodio depresivo

(F32.0) Episodio depresivo leve.

(F32.1) Episodio depresivo moderado.

(F32.2) Episodio depresivo grave sin sintomas psicoticos.
(F32.3) Episodio depresivo grave con sintomas psicoticos.
(F32.8) Otros episodios depresivos.

(F32.9) Episodio depresivo sin especificacion.

(F33) Trastorno depresivo recurrente

(F33.0) Trastorno depresivo recurrente, episodio actual leve.

(F33.1) Trastorno depresivo recurrente, episodio actual moderado.

(F33.2) Trastorno depresivo recurrente, episodio actual grave sin sintomas psicéticos.
(F33.3) Trastorno depresivo recurrente, episodio actual grave con sintomas psicoticos.
(F33.4) Trastorno depresivo recurrente actualmente en remision.

(F33.8) Otros trastornos depresivos recurrentes.

(F33.9) Trastorno depresivo recurrente sin especificacion.

(F34) Trastorno _afectivos persistentes

(F34.0) Ciclotimia

(F34.1) Distimia

(F34.8) Otros trastornos afectivos persistentes.

(F34.9) Trastorno afectivo persistente sin especificacion.
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Anexo 2: DSM-IV-TR

6. Trastornos depresivos
(Indice con codigos CIE-10)

Episodios afectivos

. Episodio depresivo mayor
. Episodio maniaco

o Episodio mixto

o Episodio hipomaniaco

Trastornos depresivos

F32.x Trastorno depresivo mayor, episodio inico (296.2x)
F33.x Trastorno depresivo mayor, recidivante (296.3x)
F34.1 Trastorno distimico (300.4)

F32.9 Trastorno depresivo no especificado (311)

Especificaciones para describir el episodio mas reciente

- Especificaciones de gravedad/psicosis/remision para el episodio depresivo
mayor actual (o mas reciente).

- Especificaciones de gravedad/psicosis/remision para el episodio maniaco
actual (o mas reciente).

- Especificaciones de gravedad/psicosis/remision para el episodio mixto actual
(o maés reciente).

- Especificacion de cronicidad.

- Especificacion de sintomas catatonicos/melancolicos y atipicos.

- Especificacion de inicio en el postparto.

Especificaciones que describen el curso de los episodios recidivantes
- Especificacion de curso longitudinal

- Especificacion de patron estacional
- Especificacion de ciclos rapidos
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Anexo 3: Criterios para el episodio depresivo mayor

A. Presencia de cinco (o0 mas) de los siguientes sintomas durante un periodo de 2 semanas,
que representan un cambio respecto a la actividad previa; uno de los sintomas debe ser 1) estado
de animo depresivo o 2) pérdida de interés o de la capacidad para el placer.

Nota: No se incluyen los sintomas que son claramente debidos a enfermedad médica o las ideas
delirantes o alucinaciones no congruentes con el estado de animo.

1. Estado de animo depresivo la mayor parte del dia, casi cada dia segin lo indica el propio
sujeto (p. €j., se siente triste o vacio) o la observacion realizada por otros (p. ¢j., llanto). En los
nifios y adolescentes el estado de 4nimo puede ser irritable.

2. Disminucion acusada del interés o de la capacidad para el placer en todas o casi todas las
actividades, la mayor parte del dia, casi cada dia (seglin refiere el propio sujeto u observan los
demas).

3. Pérdida importante de peso sin hacer régimen o aumento de peso (p. €j., un cambio de
mas del 5 % del peso corporal en 1 mes), o pérdida o aumento del apetito casi cada dia. Nota: En
nifios hay que valorar el fracaso en lograr los aumentos de peso esperables.

4. Insomnio o hipersomnia casi cada dia.

5. Agitacion o enlentecimiento psicomotores casi cada dia (observable por los demas, no
meras sensaciones de inquietud o de estar enlentecido).

6. Fatiga o pérdida de energia casi cada dia.

7. Sentimientos de inutilidad o de culpa excesivos o inapropiados (que pueden ser
delirantes) casi cada dia (no los simples autorreproches o culpabilidad por el hecho de estar
enfermo).

8. Disminucion de la capacidad para pensar o concentrarse, o indecision, casi cada dia (ya
sea una atribucion subjetiva o una observacion ajena).

9. Pensamientos recurrentes de muerte (no sélo temor a la muerte), ideacion suicida
recurrente sin un plan especifico o una tentativa de suicidio o un plan especifico para suicidarse.

B. Los sintomas no cumplen los criterios para un episodio mixto.

C. Los sintomas provocan malestar clinicamente significativo o deterioro social, laboral o
de otras areas importantes de la actividad del individuo.

D. Los sintomas no son debidos a los efectos fisioldgicos directos de una sustancia (p. ¢j.,
una droga, un medicamento) o una enfermedad médica (p. €j., hipotiroidismo).

E. Los sintomas no se explican mejor por la presencia de un duelo (p. €j., después de la
pérdida de un ser querido), los sintomas persisten durante mas de 2 meses o se caracterizan por
una acusada incapacidad funcional, preocupaciones morbidas de inutilidad, ideacién suicida,
sintomas psicoticos o enlentecimiento psicomotor.
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Relacion con los Criterios Diagnosticos de la CIE-10

La CIE-10 menciona diez sintomas, a diferencia del DSM-IV (donde la pérdida de
autoestima constituye un sintoma diferente del sentimiento inapropiado de culpabilidad).
Contiene criterios diagndsticos distintos para cada nivel de gravedad del episodio depresivo
mayor: un minimo de 4 de los 10 sintomas define el nivel leve; de 6 de 10 sintomas, el nivel
moderado, y de 8 de 10, el nivel grave. Ademas, la CIE-10 requiere la presencia de al menos 2
de los 3 sintomas siguientes: estado de animo depresivo, pérdida del interés y pérdida de energia,
para los episodios depresivos de caracter leve y moderado, y los 3 sintomas para los episodios
graves, para realizar el diagnostico. Por ultimo, la definicion de la CIE-10 de los episodios con
sintomas psicoticos excluye la presencia de sintomas de primer nivel y delirios extrafios (APA,

2000)
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Anexo 4: Criterios para el diagnostico de Trastorno depresivo mayor

F32.x Trastorno depresivo mavor, episodio unico (296.2x)

A. Presencia de un tnico episodio depresivo mayor.

B. El episodio depresivo mayor no se explica mejor por la presencia de un trastorno
esquizoafectivo y no esta superpuesto a una esquizofrenia, un trastorno esquizofreniforme,
un trastorno delirante o un trastorno psicético no especificado.

C. Nunca se ha producido un episodio maniaco, un episodio mixto o un episodio
hipomaniaco. Nota: Esta exclusiéon no es aplicable si todos los episodios similares a la
mania, a los episodios mixtos o a la hipomania son inducidos por sustancias o por
tratamientos o si se deben a los efectos fisiologicos directos de una enfermedad médica.

Codificar el estado del episodio actual o mds reciente:

.0 Leve

.1 Moderado

.2 Grave sin sintomas psicdticos

.3 Grave con sintomas psicéticos

.4 En remision parcial/en remision total
.9 No especificado

Especificar (para el episodio actual o para el mas reciente):

Cronico

Con sintomas catatonicos
Con sintomas melancolico
Con sintomas atipicos

De inicio en el posparto
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F33.x Trastorno depresivo mavor, recidivante (296.3x)

A. Presencia de dos o mas episodios depresivos mayores.

Nota: Para ser considerados episodios separados tiene que haber un intervalo de al menos 2 meses
seguidos en los que no se cumplan los criterios para un episodio depresivo mayor.

B. Los episodios depresivos mayores no se explican mejor por la presencia de un trastorno

esquizoafectivo y no estan superpuestos a una esquizofrenia, un trastorno esquizofreniforme, un
trastorno delirante o un trastorno psicotico no especificado.

C. Nunca se ha producido un episodio maniaco, un episodio mixto o un episodio
hipomaniaco. Nota: Esta exclusion no es aplicable si todos los episodios similares a la mania, a
los episodios mixtos o a la hipomania son inducidos por sustancias o por tratamientos, o si son
debidos a los efectos fisiologicos directos de una enfermedad médica.

Codificar el estado del episodio actual o mas reciente:

.0 Leve

.1 Moderado

.2 Grave sin sintomas psicéticos

.3 Grave con sintomas psicoticos

.4 En remision parcial/en remision total
.9 No especificado

Especificar (para el episodio actual o el mds reciente):
Cronico

Con sintomas catatonicos

Con sintomas melancélicos

Con sintomas atipicos

De inicio en el posparto

Especificar:

Especificaciones de curso (con y sin recuperacion interepisédica)

Con patrén estacional

314



Anexos

Relacion con los Criterios Diagnosticos de la CIE-10

Respecto al trastorno depresivo mayor, la CIE-10 propone un umbral distinto para definir
cuando el trastorno se considera un episodio aislado o dos episodios separados recidivantes.
Exige la presencia de un periodo libre de cualquier sintoma significativo de alteracion del estado
de animo de por lo menos 2 meses entre estos episodios, mientras que los criterios del DSM-IV
requieren un intervalo de como minimo 2 meses consecutivos, en que no se cumpla la totalidad
de criterios diagnosticos del episodio depresivo mayor.

El diagnoéstico de trastorno distimico requiere que el estado de animo depresivo se
acompafie de 3 sintomas de una lista de 11 (que contiene, por su parte, 5 de los 6 sintomas que
aparecen en el DSM-IV). Ademas, limita la coexistencia de episodios depresivos mayores a
“ninguno o muy pocos” y especifica que el trastorno distimico puede aparecer justo después de

un episodio depresivo sin que medie un periodo de remision total (APA, 2000).
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Anexo 5: Escala de Valoracion de Hamilton para la Depresion (Hamilton

item

1. Estado de animo
deprimido (sensacion
de tristeza,
desesperanza,
desamparo, inutilidad)

2. Sentimiento de

culpabilidad

3. Suicidio

4. Insomnio al
principio de la noche

5. Insomnio durante la
mitad de la noche

6. Insomnio al final de
la noche

7. Trabajo y
actividades

Depression Rating Scale, HDRS).

Valoracion

0. Ausente

1. Expresa estas sensaciones solamente al ser preguntado

2. Expresa estas sensaciones espontaneamente de manera verbal

3. Expresa estas sensaciones de manera no verbal (p. ¢j., por medio de la
expresion facial, la postura, la tendencia al llanto)

4. Expresa estas sensaciones de manera verbal y no verbal, de forma espontanea

0. Ausente

1. Se culpa a si mismo, siente que ha decepcionado a la gente

2. Ideas de culpabilidad o culpabilidad por errores pasados o malas acciones
3. La enfermedad actual es un castigo. Ideas delirantes de culpabilidad

4. Oye voces acusatorias o de denuncia y/o tiene alucinaciones visuales
Amenazadoras

. Ausente

. Piensa que no vale la pena vivir la vida

. Desearia estar muerto o piensa en la posibilidad de quitarse la vida
. Piensa o amenaza con la manera de suicidarse

. Intentos de suicidio (cualquier intento de suicidio se clasifica en 4)

A LW = O

0. Ausente. No tiene dificultad para dormirse

1. Se queja de que le cuesta dormirse algunas veces (por ejemplo, tarda mas de
media

hora en dormirse)

2. Se queja de que le cuesta dormirse siempre (todas las noche)

0. Ausente

1. Se queja de que esta inquieto durante la noche

2. Esta despierto durante la noche (si se levanta de la cama por cualquier razon se
puntiia en 2, excepto si va al servicio)

0. Ausente
1. Se despierta a primera hora de la madrugada pero se vuelve a dormir
2. Es incapaz de volver a dormirse si se levanta de la cama

0. No tiene dificultad

1. Ideas y sentimientos de incapacidad. Fatiga o debilidad relacionadas con su
actividad, trabajo o aficiones

2. Pérdida de interés en su actividad, trabajo o aficiones (directamente expresado
por el paciente o indirectamente deducido por su desatencion, indecision y
vacilacion; siente que debe esforzarse en su trabajo o actividades)

3. Acortamiento del tiempo dedicado a actividades o disminucion de la
productividad

4. Dejo de trabajar por la enfermedad actual
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8. Inhibicion

(lentitud en el
pensamiento y de
lenguaje; pérdida de la
capacidad de
concentracion,
disminucién de la
actividad motora)

9. Agitacion

10. Ansiedad psiquica

11. Ansiedad somatica

12. Sintomas somaticos
gastrointestinales

13. Sintomas somdaticos
generales

14. Sintomas
genitales

15. Hipocondria

Anexos

. Habla y piensa normalmente

. Ligera inhibicion durante la entrevista

. Evidente inhibicion durante la entrevista

. Entrevista larga y dificil

. Estupor (no habla ni piensa). Entrevista imposible

AW ~=O

0. Ausente

1. No puede estar quieto

2. Juega con sus manos, cabello, etc.

3. Cambia constantemente de posicion, no puede estar sentado

4. Se frota las manos, se muerde las ufas, se tira de los cabellos, se muerde los
labios

0. Ausente

1. Tension subjetiva, irritabilidad

2. Preocupacion por cosas sin importancia

3. Actitud aprensiva aparente en la cara y el lenguaje

4. Expresa temores espontaneamente sin ser preguntado

Signos fisiolégicos concomitantes con la ansiedad, tales como gastrointestinales
(boca seca, flatulencia, indigestion, diarrea, retortijones, eructos);
cardiovasculares (palpitaciones, cefalalgias); respiratorios (hiperventilacion,
suspiros); frecuencia urinaria; sudoracion

0. Ausente

1. Ligera

2. Moderada

3. Grave

4. Incapacitante

0. Ausente

1. Pérdida del apetito, pero come sin necesidad de que le insistan. Sensacion de
pesadez abdominal

2. Dificultad para comer si no se le insiste. Solicita o requiere laxantes o
medicacidn para sus sintomas gastrointestinales

0. Ausente

1. Sensacion de pesadez en las extremidades, espalda o cabeza. Dorsalgias,
cefalgias,

algias musculares. Pérdida de energia y fatigabilidad

2. Cualquier sintoma somatico bien definido se puntta 2

0. Ausente
. Leve
2. Grave

—

0. Ausente

1. Esta preocupado por las funciones corporales y por sintomas organicos

2. Esta muy preocupado porque piensa que tiene una enfermedad organica
3. Esta convencido de que tiene una enfermedad organica. Solicita ayuda,

exploraciones, etc.

4. Ideas delirantes hipocondriacas
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16. Conciencia de
enfermedad

17. Pérdida de peso
(completar A en la
primera evaluacion y B en
las siguientes)

18. Variacion diurna

19.Despersonalizacion y
desrealizacion (tales como
sensacion de irrealidad,
ideas nihilistas)

20. Sintomas paranoides

21. Sintomas obsesivos y
compulsivos

Anexos

0. Reconoce que esta deprimido y enfermo

1. Reconoce su enfermedad pero la atribuye a otras causas, como la mala
alimentacion, el clima, el exceso de trabajo, un virus, la necesidad de
descanso, etc.

2. Niega que esta enfermo

A

0. No hay pérdida de peso

1. Probable pérdida de peso asociada con la enfermedad actual
2. Pérdida de peso conocida y expresada por el paciente

B

0. No hay pérdida de peso o pérdida de peso inferior a 500 g en una semana

1. Pérdida de peso superior a 500 g en la semana anterior
2. Pérdida de peso superior a 1 kg en la semana anterior

A

Anotar si los sintomas empeoran por la mafiana o por la tarde. Si no hay
variacion durante el dia marque «ningunay

0. Ninguna

1. Peor por la maflana

2. Peor por la tarde

B
Cuando haya variacion, puntte su intensidad. Marque «ningunay si no hay
variacion
0. Ninguna
1. Leve

2. Grave

. Ausente
Leve

. Moderada

. Grave

. Incapacitante

AL —O

. Ninguno

. Suspicaz

. Ideas de referencia

. Delirios de referencia y persecucion
. Alucinaciones

AW = O

0. Ausentes
1. Leves
2. Graves

La HDRS-17 comprende los 17 primeros items
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Anexo 6: Escala de Autoevaluacion de la Anhedonia (EAA)

Por favor, CONTESTE A LAS SIGUIENTES PREGUNTAS. Después de cada
pregunta vera tres lineas como estas:

MUCHO NADA
NUNCA SIEMPRE
IGUAL MENOS
QUE QUE
ANTES ANTES

Debera hacer en cada linea una sefial a boligrafo en el sitio que considere mas
adecuado segun lo que le pregunten.

POR EJEMPLO, si le preguntan: ;DISFRUTA USTED COMIENDO?

En la primera linea vera que pone a la izquierda “MUCHO” y a la derecha “NADA”.
Si usted disfruta mucho comiendo debera hacer la sefial a boligrafo cerca de la palabra
MUCHO. Cuanto mas disfrute, mas cerca de la palabra MUCHO la debera poner. Si usted
disfruta poco comiendo debera colocar la seiial cerca de la palabra NADA. Cuanto menos
disfrute, mas cerca de la palabra NADA deber4 hacer la sefial.

En la segunda linea pone a la izquierda “NUNCA” y a la derecha “SIEMPRE”.
Cuanto mas a menudo disfrute comiendo, mas cerca de la palabra SIEMPRE colocara la
sefial. Cuanto menos frecuente sea que usted disfrute comiendo, mas cerca de la palabra
NUNCA colocara la sefial.

En la tercera linea pone a la izquierda “IGUAL QUE ANTES” y a la derecha
“MENOS QUE ANTES”. Disfrutar comiendo IGUAL QUE ANTES significa que no ha
notado ningin cambio. En cambio, si usted nota que ultimamente disfruta menos comiendo
de lo que solia disfrutar habitualmente, colocara la sefial mas cerca de las palabras
MENOS QUE ANTES, tanto mas cerca cuanto mas intensa sea esa sensacion.
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1.- (DISFRUTA USTED COMIENDO?

MUCHO NADA
NUNCA SIEMPRE
IGUAL MENOS
QUE QUE
ANTES ANTES

2.- (DISFRUTA CUANDO LE DAN UN MASAJE?

MUCHO NADA
NUNCA SIEMPRE
IGUAL MENOS
QUE QUE
ANTES ANTES

3.- {DISFRUTA CONTEMPLANDO UNA PUESTA DE SOL O UN PAISAJE AGRADABLE?

MUCHO NADA
NUNCA SIEMPRE
IGUAL MENOS
QUE QUE
ANTES ANTES

4.- ;DISFRUTA REFRESCANDOSE (TOMANDO BEBIDAS FRIAS O UTILIZANDO UN VENTILADOR, POR EJEMPLO
CUANDO TIENE MUCHO CALOR?

MUCHO NADA
NUNCA SIEMPRE
IGUAL MENOS
QUE QUE
ANTES ANTES

5.- (DISFRUTA IMAGINANDOSE SITUACIONES EN LAS QUE CREE DISFRUTARIA MUCHO?

MUCHO NADA
NUNCA SIEMPRE
IGUAL MENOS
QUE QUE
ANTES ANTES

6.- (DISFRUTA JUGANDO CON NINOS PEQUENOS?

MUCHO NADA
NUNCA SIEMPRE
IGUAL MENOS
QUE QUE
ANTES ANTES
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7.- {DISFRUTA TOCANDO COSAS SUAVES COMO, POR EJEMPLO, LA SEDA?

MUCHO NADA
NUNCA SIEMPRE
IGUAL MENOS
QUE QUE
ANTES ANTES

8.- (\DISFRUTA CUANDO SALE A DAR UN PASEO?

MUCHO NADA
NUNCA SIEMPRE
IGUAL MENOS
QUE QUE
ANTES ANTES

9.- (DISFRUTA TOMANDO EL SOL?

MUCHO NADA
NUNCA SIEMPRE
IGUAL MENOS
QUE QUE
ANTES ANTES

10.- ;DISFRUTA DE UNA SENSACION DE BIENESTAR GENERAL DESPUES DE DARSE UN BANO O UNA DUCHA?

MUCHO NADA
NUNCA SIEMPRE
IGUAL MENOS
QUE QUE
ANTES ANTES

11.- ;DISFRUTA RECORDANDO SITUACIONES EN LAS QUE HA DISFRUTADO ANTERIORMENTE?

MUCHO NADA
NUNCA SIEMPRE
IGUAL MENOS
QUE QUE
ANTES ANTES

12.- ;LE GUSTA PROLONGAR EL HACER ALGO QUE LE HACE GUSTA EL MAYOR TIEMPO POSIBLE?

MUCHO NADA
NUNCA SIEMPRE
IGUAL MENOS
QUE QUE
ANTES ANTES

13.- ;{DISFRUTA DE UNA SENSACION DE BIENESTAR GENERAL TRAS UNA BUENA COMIDA?

MUCHO NADA
NUNCA SIEMPRE
IGUAL MENOS
QUE QUE
ANTES ANTES
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14.- ;DISFRUTA DEL PLACER OBTENIDO CUANDO REALIZA ALGUNA ACTIVIDAD SEXUAL?

MUCHO
NUNCA
IGUAL

QUE
ANTES

15.- DESPUES DE HACER DEPORTE, ;DISFRUTA DE UNA AGRADABLE SENSACION EN TODO EL CUERPO?

NADA
SIEMPRE
MENOS

QUE
ANTES

MUCHO
NUNCA
IGUAL

QUE
ANTES

16.- (DISFRUTA ESTANDO CON SU FAMILIA O AMIGOS?

MUCHO
NUNCA
IGUAL

QUE
ANTES

17.- ;DISFRUTA CONOCIENDO NUEVAS PERSONAS?

MUCHO
NUNCA
IGUAL

QUE
ANTES

18.- (DISFRUTA CUANDO ASISTE A FIESTAS?

MUCHO
NUNCA
IGUAL

QUE
ANTES

19.- ;DISFRUTA CUANDO VA AL CINE, AL TEATRO O A UN CONCIERTO?

MUCHO
NUNCA
IGUAL

QUE
ANTES

20.- ;|DISFRUTA DE SUS ACTIVIDADES HABITUALES?

MUCHO
NUNCA
IGUAL

QUE
ANTES

324

NADA
SIEMPRE
MENOS

QUE
ANTES

NADA
SIEMPRE
MENOS

QUE
ANTES

NADA
SIEMPRE
MENOS

QUE
ANTES

NADA
SIEMPRE
MENOS

QUE
ANTES

NADA
SIEMPRE
MENOS

QUE
ANTES

NADA
SIEMPRE
MENOS

QUE
ANTES



Anexos

21.- ;CREE QUE TIENE CAPACIDAD PARA DISFRUTAR DE LAS COSAS EN GENERAL?

MUCHO NADA
NUNCA SIEMPRE
IGUAL MENOS
QUE QUE
ANTES ANTES

22.- ;DISFRUTA CUANDO SUS SERES QUERIDOS LE MANIFIESTAN SU CARINO CON BESOS Y ABRAZOS?

MUCHO NADA
NUNCA SIEMPRE
IGUAL MENOS
QUE QUE
ANTES ANTES

23.- ;DISFRUTA DE LA SENSACION DE LLENAR LOS PULMONES DE AIRE FRESCO?

MUCHO NADA
NUNCA SIEMPRE
IGUAL MENOS
QUE QUE
ANTES ANTES

24.- STHACE MUCHO CALOR, O DESPUES DE HABER HECHO UN ESFUERZO FiSICO. ;DISFRUTA DANDOSE UN BANO O

UNA DUCHA?
MUCHO NADA
NUNCA SIEMPRE
IGUAL MENOS
QUE QUE
ANTES ANTES

25.- ;DISFRUTA OYENDO MUSICA?

MUCHO NADA
NUNCA SIEMPRE
IGUAL MENOS
QUE QUE
ANTES ANTES

26.- ;DISFRUTA PROVANDO NUEVOS PLATOS O NUEVOS SABORES?

MUCHO NADA
NUNCA SIEMPRE
IGUAL MENOS
QUE QUE
ANTES ANTES

27.- ;CREE QUE EL SEXO ES UNA ACTIVIDAD AGRADABLE?

MUCHO NADA
NUNCA SIEMPRE
IGUAL MENOS
QUE QUE
ANTES ANTES
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